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RESUMO

GARCIA, Maria Carolina de Freitas. Efeito leishmanicida de 6leos essenciais de Lippia
sidoides Cham. e Aloysia gratissima (sin. Lippia lycioides) sobre L. amazonensis in vitro.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria. Laboratério de
Imunologia e Virologia. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Neste estudo testamos a atividade anti-Leishmania dos 6leos essenciais de Lippia
sidoides Cham. e seu composto majoritario timol e Aloysia gratissima (sin. Lippia lycioides)
e seu composto majoritario guaiol, utilizando Leishmania amazonensis como modelo
experimental in vitro. Nossos resultados demonstraram que os 0leos essenciais (OEs) de L.
sidoides Cham. e A. gratissima (sin. L. lycioides), apresentaram efeito em promastigotas,
com ICso (48h) 22,2 ug/mL e 255 ug/mL, ICsy (72h) 4,4 ug/mL e 14,2 ug/mL,
respectivamente. Ambos OEs também apresentaram efeito em formas amastigotas, onde o
OE de A. gratissima (sin. L. lycioides) com ICso 1 ug/mL de forma dose-dependente, e 0s
compostos timol e guaiol também apresentaram efeito em amastigotas, onde o guaiol
apresentou um 1Csq 0,7 ug/mL, igual ao dleo essencial A.gratissima (sin. L. lycioides), e as
concentragdes testadas de timol ndo chegaram a concentracdo de 50 % de inibicdo. A
citotoxicidade destes componentes para os macrdéfagos peritoneais murinos foi avaliada
através do método de XTT onde ndo apresentaram atividade mitocondrial alterada, a
integridade da membrana dos macrofagos também néo foi alterada apds o tratamento. Os dois
6leos essenciais testados ndo foram capazes de alterar a capacidade fagocitica da célula
hospedeira. O efeito anti-Leishmania amazonensis dos 6leos essenciais de L. sidoides Cham.
e A.gratissima (sin. L. lycioides), testados é independente da producédo de 6xido nitrico.

Nossos resultados apontam os 6leos essenciais de L. sidoides Cham. e A.gratissima
(sin. L. lycioides), além de seus componestes majoritarios timol e guaiol, respectivamente,
com potencial para o desenvolvimento de terapia contra as leishmanioses.

Palavras chave: 0leo essencial, Lippia sidoides Cham., Aloysia gratissima (sin. Lippia
lycioides), timol, guaiol, Leishmania amazonensis.



ABSTRACT

GARCIA, Maria Carolina de Freitas. Efeito leishmanicida de 6leos essenciais de Lippia
sidoides Cham. e Aloysia gratissima (sin. Lippia lycioides) sobre L. amazonensis in vitro.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria. Laboratério de
Imunologia e Virologia. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

In this study we tested the anti-Leishmania activity of essential oils from Lippia
sidoides Cham. and its major compound thymol and Aloysia gratissima (syn. Lippia
lycioides) and its major compound guaiol using Leishmania amazonensis as an experimental
model in vitro. Our results demonstrated that essential oils (EOs) of L. sidoides Cham. and
Aloysia gratissima (syn. L. lycioides) showed effect in promastigotes, with 1Csy (48h) 22.2
ug/mL and 25.5 ug/mL, ICsq (72h) 4.4 ug/mL and 14.2 ug/mL, respectively. Both EOs also
had effect on amastigotes, where the EO of A. gratissima (syn. L. lycioides) with IC50 1
ug/mL dose-dependent manner, and the compounds thymol and guaiol also showed effect in
amastigotes, where guaiol showed an ICsp of 0.7 ug/mL equal to essential oil of A. gratissima
(syn. L. lycioides) and thymol the tested concentrations did not reach concentrations of 50%
inhibition. Cytotoxicity of these components for murine peritoneal macrophages was assessed
by the XTT method which did not show altered mitochondrial activity, the macrophage
membrane integrity was not altered after the treatment. The two essential oils tested were not
able to alter the phagocytic ability of the host cell. The anti-Leishmania amazonensis
essential oils of L. sidoides Cham. and A.gratissima (syn. L. lycioides) tested is independent
of nitric oxide production.

Our results indicate the essential oils of L. sidoides Cham. and A. gratissima (syn. L.
lycioides), and its majority compound guaiol and thymol, respectively, with potential for the
development of therapy against leishmaniasis.

Keywords: essential oil, Lippia sidoides Cham., Aloysia gratissima (syn. Lippia lycioides),
thymol, guaiol, Leishmania amazonensis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo parasitoses causadas por diferentes espécies do género
Leishmania, classificadas como zoonoses de grande importancia em salde publica, com
incidéncia em todos os continentes, sendo endémicas tanto em paises desenvolvidos, como
em paises em desenvolvimento, atingindo principalmente as regides tropicais e subtropicais
(DESJEUX, 2004).

Dados de 2012 da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estimam que existam 350
milhdes de pessoas em areas de risco, em 98 paises e 3 territdrios, com uma incidéncia global
de 700 mil-1,2 milhdes de casos de leishmaniose cutédnea e de 200-400 mil casos de
leishmaniose visceral (ALVAR, et al, 2012). Dentre as doencas parasitarias, a leishmaniose €
a responsavel pela segunda maior carga da doenca, perdendo apenas para a malaria. O
controle da leishmaniose continua apresentando casos crescentes em todo o mundo, e se
tornou um grande foco de preocupacao e um sério problema mundial, afetando as camadas
mais pobres da sociedade. (http://www.who.int/en/), acessado em 28/02/2013).

O Brasil é o pais com mais casos de leishmaniose cutanea na América do Sul. Entre
0s anos 2000 e 2008 foram registrados 238.749 casos de leishmaniose cutédnea no Brasil, com
maior nimero de casos confirmados ocorridos na regido Norte e Nordeste, ndo excluindo as
demais regides do pais (Ministério da Saude/Secretaria de Vigilancia e Salde - MS/SVS,
2010). Em relacdo a leishmaniose visceral, o Brasil € o pais com 90% dos casos de
registrados na Ameérica Latina, e o terceiro no mundo, com cerca de 3 mil casos notificados
anualmente (Ministério da Salde/Secretaria de Vigilancia e Saude - MS/SVS, 2010). Entre
1998 e 2010, um total de 32.459 casos de leishmaniose visceral foi registrado, entre os 21
estados do pais, sendo mais prevalente na parte nordeste do pais (AZEVEDO, et al, 2006). O
namero médio anual de casos foi de 3.246, com uma taxa de incidéncia de cerca de 1,85
casos por 100.000 habitantes, e tem uma tendéncia a aumentar (MAIA-ELKHOURY, et al,
2008). Desde 1985, esta em vigor um programa nacional de controle da leishmaniose visceral
e cutanea, onde a notificacdo da leishmaniose € obrigatoria no Brasil.

As doencas tropicais negligenciadas continuam a causar morbidade e mortalidade nos
paises em desenvolvimento. No entanto, dos 1.556 novos medicamentos aprovados entre
1975 e 2004, apenas 21 (1,3%) foram desenvolvidos especificamente para doencas tropicais e
tuberculose, embora estas doencgas sejam responsaveis por 11,4% da carga global de doencas
(http://www.dndi.org/).

No Brasil, sdo crescentes 0s incentivos governamentais para pesquisa e
desenvolvimento em doencas negligenciadas, sendo o sexto pais que mais investe nesse
seguimento
(www.finep.gov.br/imprensa/revista/edicao6/inovacao_em_pauta_6_doencas_negl.pdf). No
entanto, o desenvolvimento de novos medicamentos e diagnosticos € muito lento comparado
com o surgimento e propagacao de doencas infecciosas em todo 0 mundo. Assim, pesquisas
em colaboragdo entre paises com doengas endémicas e paises desenvolvidos séo
urgentemente necessarios para acelerar o progresso no caminho da descoberta e aceitacdo dos
produtos, o que vem sendo amplamente discutido (PEELING; NWAKA, 2011). O
desenvolvimento de novos medicamentos esta atualmente focado em formas moleculares
com pouco ou nenhum esforco continuo para biofarmacos (JAKOBSEN,et al, 2011). Apesar
do financiamento para pesquisa relacionada as doencas negligenciadas, seus resultados nao
sdo revertidos para 0 avanco de novas terapias, como novos farmacos, novos métodos
diagnosticos e novas vacinas. Uma das possiveis justificativas para esse quadro € o baixo
interesse da indUstria farmacéutica nesse tema, justificado pelo reduzido potencial de retorno
lucrativo imediato para a industria, uma vez que a populacdo atendida é de baixa renda e


http://www.who.int/en/
http://www.finep.gov.br/imprensa/revista/edicao6/inovacao_em_pauta_6_doencas_negl.pdf

presente, em sua maioria, nos paises em desenvolvimento (Decit- Departameto de Ciéncia e
Tecnologia do Ministério da Saude, 2010).

1.2 Formas clinicas das leishmanioses

As leishmanioses séo classificadas de acordo com as suas manifesta¢fes clinicas em:
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC), e leishmaniose visceral (LV)
(DESJEUX, 2004; REITHINGER, et al, 2007).

A leishmaniose cutanea (LC) é causada por Leishmania major e L. tropica no Velho
Mundo e por membros dos complexos mexicana (L. mexicana, L. amazonensis, L. pifanoi, L.
venezuelensis, entre outras) e braziliensis (L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, entre
outras) no Novo Mundo (NEWLOVE, et al, 2012; NEUBER, et al, 2008). A leishmaniose
cutanea é caracterizada pelo aparecimento de lesdes Unicas ou mdltiplas, ulceradas ou ndo,
em areas do corpo expostas a picada do vetor flebotomineo, em torno de quatro semanas
apresentando cura espontanea ou ndo (Figura 1A) (NEUBER, et al, 2008).

Leishmania amazonensis e L. mexicana nas Américas e L. aethiopica no Velho
Mundo podem causar uma forma extremamente grave da doenca que é a leishmaniose
cutdnea difusa (LCD), caracterizada por lesdes nodulares e péapulas distribuidas por todo
corpo dos pacientes, os quais ndo conseguem controlar a infeccdo, levando a uma
hiposensibilidade (Figura 1B).

A leishmaniose mucocutanea (LMC) é causada mais frequentemente pela Leishmania
braziliensis, porém ndo é uma exclusividade desta espécie, onde L. panamensis, L.
guyanensis, L amazonensis, L. major, L. tropica e L. infantum, também podem se tornar
mucocutanea, esta forma é geralmente limitada a América do Sul (BERMAN, 2003). Esta
forma da doenca aparece apds a cura e cicatrizacdo de lesbes primarias da forma cutanea,
caracterizando-se inicialmente por inflamacéo e edema nasal, acompanhado de ulceracdo da
mucosa nasal e perfuracédo do septo, conhecido como espongiose (LAINSON; SHAW, 1983;
FALQUETO; SESSA, 1996), que ocorre através da formacdo de lesGes difusas ndo
ulceradas, contendo grande nimero de amastigotas. Pode haver pluralidade das lesdes devido
a metéstase de parasitos de um sitio para outro através de migracdo de macréfagos infectados,
estando estreitamente associada a uma deficiéncia imunol6gica do paciente e caracterizada
por um andamento crénico e progressivo, ndo respondendo aos tratamentos convencionais
existentes, ndo apresentando cura espontanea, de dificil tratamento, além de possiveis
associacOes com infecgdes bacterianas secundarias, agravando o quadro clinico, sendo
potencialmente fatal (Figura 2) (REITHINGER, et al, 2007).

A leishmaniose visceral (LV) ou Kala-azar é causada por Leishmania donovani e L.
infantum no Velho Mundo (CHAPPUIS, et al, 2007) e por L. infantum chagasi nas Américas,
se ndo tratada é a forma mais grave e fatal da doenca (DESJEUX, 2004). Os sintomas da
leishmaniose visceral sdo caracterizados por febre, tosse, dor abdominal, diarréia, epistaxe,
caquexia, pancitopenia e hepatoesplenomegalia, que leva a perda da funcdo do figado e o
baco (Figura 3) (SANTOS et al, 2008; ROBERTS, et al., 2001; BERN, et al, 2008).



Leishmaniose cutdnea

Figure 1A. (http://medfoco.com.br/leishmaniose-tegumentar-americana-ulcera-de-bauru/)

Leishmaniose cutanea difusa

Figura 1B. (http://www.brilhantels.com/dedetizacao/Leishmaniosecutanearuralafricana.jpg)



Leishmaniose mucocutanea

&
Figura 2. (http://leishmanioses.blogspot.com.br/2009 08 01 _archive.html)

Leishmaniose visceral

Figura 3. (http://conhecimentofacil.blogspot.com.br/2010/03/genero-leishmania.html)



1.3 Ciclo de vida

Os protozoarios do género Leishmania (Familia: Trypanosomatidae) sdo protozoarios
heteroxenos, necessitando de um hospedeiro invertebrado e um vertebrado para completar o
seu ciclo de vida. Apresentam duas formas durante o seu ciclo de vida: uma flagelada,
extracelular, presente no trato digestdério do inseto-vetor, denominada promastigota e uma
forma intracelular, com flagelo diminuto denominada amastigota, encontrada no interior de
macrofagos do hospedeiro vertebrado (BATES, 2007). (Figura 4)

O parasito é inoculado por fémeas de flebotomineos do género Phlebotomus no Velho
Mundo ou Lutzomyia no Novo Mundo (SAHA, et al, 2006; MISHRA, et al., 2009).

A infeccdo se inicia a partir da ingestdo de sangue contendo amastigotas ou
macrofagos infectados com amastigotas pelos flebotomineos, sendo rapidamente envolvido
pela matriz peritrofica (MP), que € uma estrutura formada por proteinas e quitina secretada
por células do epitélio intestinal. Formas amastigotas se diferenciam em promastigotas
prociclicos, que se multiplicam ativamente e alcangcam o epitélio intestinal, rompendo a
membrana peritréfica, havera a secrecdo de quitinase, aonde irdo se aderir através da insercao
de seus flagelos entre as microvilosidades. Essa adesdo é mediada pelo lipofosfoglicano
(LPG), que é o glicoconjugado majoritério presente na superficie dos promastigotas (revisado
por SACKS; KAMHAWI, 2001), impedindo assim sua expulsdo durante a eliminacdo dos
restos de sangue digerido (BATES, 2007). A fase de adesdo do parasito ao epitélio é
fundamental para sua colonizacdo no inseto (PIMENTA, et al, 1992; BATES; ROGERS,
2004).

As formas promastigotas prociclicas se diferenciam em promastigotas metaciclicas a
medida que migram em direcdo a proboscide do inseto vetor. Ao serem inoculadas no
mamifero, as formas metaciclicas se ligam as células do sistema fagocitico mononuclear,
sendo endocitadas. No interior dos fagolisossomas as formas metaciclicas diferenciam-se em
formas amastigotas e iniciam um processo de proliferacdo, causando a ruptura dos
macrdfagos e sua liberagdo no meio extracelular, invadindo novos macréfagos, garantindo a
manutencdo da infec¢do no hospedeiro vertebrado (CHANG; FONG, 1983). Em posteriores
repastos sanguineos em um hospedeiro infectado, o inseto vetor ird ingerir sangue contendo
macrofagos infectados com formas amastigotas do parasito, reiniciando assim seu ciclo de
vida (Figura 4) (RASMUSSON; DESCOTEAUX, 2004).
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Figura 4. Ciclo de vida da Leishmania sp.
(http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html)



1.4 Resposta Imune

Estd bem estabelecido para o modelo murino de infeccdo por L. major, que
camundongos BALB/c sdo suscetiveis a doenca devido a uma resposta Th2, que é
caracterizada principalmente pelo aumento da producéo de interleucina-4 (IL-4), interleucina-
10 (IL-10) e fator de transformacdo e crescimento-B (TGF-f), bem como a diminui¢do da
producéo de interleucina-12 (IL-12), interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a). Camundongos resistentes, como C57BL/6 ¢ C3H/Hel, apresentam cura espontanea
por desenvolver uma resposta baseada em citocinas do tipo Thl, onde a ativagdo dos
macrofagos através da producdo de IFN-y é crucial para a resolugdo da lesdo (SACKS;
ANDERSON, 2004). Nestes animais, a producédo de IL-12 estimula a produgéo de IFN-y que,
subsequentemente ativa os macrofagos induzindo a producgéo de 6xido nitrico (NO), um dos
principais fatores de destruicdo do parasito. Por outro lado, a alta producdo de IL-4 e IL-10
inibem a producdo de NO pelos macrofagos, favorecendo o estabelecimento da infeccéo
(NORSWORTHY, et al, 2004). A expressao de citocinas do tipo Th2 é importante para o
estabelecimento da infecgcdo, uma vez que camundongos BALB/c deficientes de IL-4 e 1L-10
ou tratados com anti-1L-10 ou anti-IL-4 sdo capazes de curar a lesdo (SACKS; ANDERSON,
2004).

Em humanos, uma clara dicotomia na resposta das células T aos parasitos Leishmania,
como é visto em camundongos, ndo foi demonstrada. A resposta de citocinas de células T
periféricas em pacientes com leishmaniose cutanea revelou uma imunidade Thl e Th2 mista
(SHARMA,; SINGH, 2009). Os pacientes com leishmaniose cutanea e mucocutanea, devido a
infecgdo por L. braziliensis tem uma forte resposta de célula T, caracterizada por uma alta
resposta proliferativa de linfocitos a antigenos de Leishmania e producdo de IFN-y
(FOLLADOR, et al, 2002). Embora o IFN-y seja produzido durante a infeccdo por L.
braziliensis, esses pacientes ainda assim apresentam lesdes cronicas. Provavelmente, o
aparecimento e permanéncia dessas lesbes cronicas podem estar associados a uma forte
expressao de TNF-a (SHARMA; SINGH, 2009).

Assim como na leishmaniose cutanea humana, nenhuma associagao constante entre as
respostas Thl e resisténcia a doenga, com predominio de celulas que produzem o IFN-y foi
identificada na leishmaniose visceral humana (KHALIL, et al, 2005). Os niveis de IFN-y e
IL-4 sdo elevados durante a doenca ativa e diminuem significativamente apés a cura. A IL-4
ndo suprime a resposta proliferativa de linfocitos ou producdo de IFN-y em individuos que
foram curados da leishmaniose. Assim, o papel proeminente da IL-4 como uma citocina Th2
na leishmaniose murina nem sempre é visto na leishmaniose humana (SHARMA,; SINGH,
2009).

1.5 Tratamento

Segundo a Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi), além
da dengue, doenca de Chagas, hanseniase, malaria, tuberculose, esquistossomose, entre
outras, as leishmanioses s&o doencas "extremamente negligenciadas”, devido a sua
prevaléncia em regifes de extrema pobreza e a falta de interesse por parte da industria
farmacéutica em desenvolver novos medicamentos para essas doencas (Decit- Departamento
de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Saude, 2010). O DNDi relata que duas linhas de
atividade leishmanicida estd sendo perseguida, como o desenvolvimento de um tratamento
topico contendo anfotericina-B (um medicamento que é ativo contra todas as espécies
de Leishmania sp. testadas) e duas formulagdes estariam em avaliacdo pré-clinica, prontas
para estudos clinicos no quarto trimestre de 2012, se cumprirem todos os requisitos do ICH
(Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use (ICH) / Farmacopeia Europeia. Além disso, a outra linha envolve a selecdo de uma
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pomada ja disponivel para o tratamento de queimaduras e diferentes tipos de feridas para
melhorar a reepitalizacdo e curar super-infec¢des, onde com a ajuda de especialistas, tem por
objetivo inclui-lo em ensaios para o tratamento de leishmaniose cutanea. Uma outra
abordagem é a triagem de drogas orais utilizadas para outras indica¢des, onde drogas com
melhor atividade, auséncia de toxicidade e custos serdo selecionadas para entrar em estudos
clinicos em 2013.

O tratamento das leishmanioses € 0 mesmo feito desde o inicio do século XX pelo uso
de antimoniais pentavalentes como farmacos de primeira escolha, conhecidos
comercialmente como Pentostam® (estibogluconato de sodio, Wellcome Foundation, UK) e
Glucantime® (antimoniato meglumina, Rhone Polenc, Franga). No caso desses
medicamentos ndo surtirem efeito, opta-se pelo uso de farmacos de segunda escolha como
anfotericina B, a paromomicina, a pentamidina e a miltefosina (Figura 5). Grande parte
desses medicamentos apresenta uma variedade de problemas, como alta toxicidade, dificil
administragdo por ser parenteral ou via endovenosa, levando a um longo tratamento, onde é
recomendada a internacdo do paciente, esse quadro leva a desisténcia do tratamento, além de
facilitar o aparecimento de cepas resistentes (BERMAN, 2003; SANTOS, et al, 2008).

O uso de antimoniais pentavalentes no tratamento foi introduzido no Brasil por
Gaspar Viana em 1912, inicialmente com o uso de antimoniais trivalentes, Sb"', porém,
devido a sua alta toxicidade e dificil administracdo, levou-se ao uso da sua formulacéo
pentavalente, Sb¥, em 1937, o estibugluconato de sédio - SbV - (Pentostam®), que obteve
éxito na reducdo dos efeitos colaterais e da toxicidade quando comparado com os efeitos
observados pela forma trivalente (MISHRA, et al, 2007). Mais tarde, em 1945, o N-metil-
glucamina (Glucantime®), também pentavalente passou a ser utilizado, sendo esses dois
compostos quimicamente similares, diferindo na dose a ser administrada (DEN BOER, et al,
2009).
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Figura 5. Farmacos utilizados na terapia das leishmanioses (SANTOS, et al, 2008)



1.5.1 Pentostam® (estibogluconato de sédio, Sb") e Glucantime® (antimoniato N-metil-
glucamina)

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda ndo foi completamente
elucidado. Estudos sugerem que a forma pentavalente (Sb) precise ser convertida para sua
forma trivalente (Sb""), sendo exigido que este composto entre no macréfago (OULLETTE,
et al, 2004). Essa conversdo acontece pelo esgotamento de tiol, além de ter uma atividade
direta sobre o parasito através da geracdo de ROS. A producdo de energia € interferida em
amastigotas de Leishmania levando a inibicdo da glicdlise e da B-oxidacéo de acidos graxos,
reducdo dos niveis de ATP e GTP, comprometendo a viabilidade da célula (TRACY;
WEBSTER JR., 1996).

As vantagens para seu uso s&o 0 baixo custo e a disponibilidade no mercado desses
medicamentos, entretanto, existem desvantagens importantes como a resisténcia adquirida de
algumas cepas, além de efeitos colaterais como mialgia, pancreatite, arritmias cardiacas,
hepatite (CROFT, et al, 2006; CROFT, et al, 2011). O Glucantime tem seu exemplar
sintético, produzido por Albert David, em Calcut4, india, com o preco mais baixo, com o
intuito de abastecer ONGs e programas de controle, sendo o medicamento utilizado como
tratamento de primeira linha em grandes surtos. O Pentostan, diferente do Glucantime tem
seu valor elevado e ndo tem exemplar sintético (DEN BOER, 2011).

1.5.2 Pentamidina

Conhecido como sotionato ou metilsulfato, € uma diamidina aromatica, utilizada no
tratamento das trés formas da doenca a partir da década de 50, como farmaco de segunda
escolha quando os antimoniais nao surtem efeito (MISHRA, et al, 2007).

Esse farmaco interfere na sintese de DNA do parasito, através de sua atuacdo no
processo mediado por transportadores de arginina ou poliaminas (BASSELIN, et al, 2002).
AMATO, et al, 2008, observaram alteracdes morfoldgicas do cinetoplasto e fragmentacéo da
membrana mitocondrial, induzindo a morte do parasito. Alteracdes na fosforilacdo oxidativa
foram observadas quando as membranas mitocondriais do parasito eram afetadas atraves da
concentracdo de pentamidina nesta organela (VERSECI; DO CAMPO, 1992).

Existem inimeras desvantagens no uso da pentamidina como o aparecimento de cepas
resistentes (BASSELIN, et al, 2002), além de mdltiplos efeitos colaterais, dentre eles estdo
nausea, vémito, dor de cabeca, hipoglicemia, hipotensdo no momento da infusdo do farmaco,
sincope, nefrotoxicidade, diabetes, leucopenia e pancreatite. Seu uso € contra indicado
durante a gravidez, em pacientes diabéticos e em casos de falha renal, hepatica ou cardiaca
(AMATO, et al, 2008), devido a esses problemas sua utilizacdo € restringida.

1.5.3 Paramomicina

Também conhecido como aminosidina ou monomicina, € um antibiotico
aminoglicosideo inicialmente utilizado para o tratamento de infec¢des bacterianas (MISHRA,
et al, 2007). Sua atividade leishmanicida foi descrita na década de 60 (CROFT; COOMBS,
2003). Apesar de utilizado no tratamento da forma cutanea da doenca, seu uso é limitado no
tratamento da forma visceral, apesar de excelente atividade, foi observado toxicidade renal
(CROFT, et al, 2006).

O mecanismo exato de agdo ainda ndo é conhecido, porém alguns estudos propde que
esse farmaco induza a disfuncdo respiratoria de formas promastigotas de L. donovani
(CROFT, et al, 2011; JHINGRAN, et al, 2009).



Suas vantagens sdo 0 baixo custo, a boa tolerancia, possui sinergismo com
antimoniais pentavalentes, como Glucantime, sendo essa combinagéo utilizada no tratamento
para as formas mais graves da doenca cutanea difusa (SINGH; SIVAKUMAR, 2004).

1.5.4 Anfotericina B

E um antibiético poliénico descoberto na década de 50 (SINGH; SIVAKUMAR,
2004) e usado somente a partir da década de 60 como droga de segunda escolha (CROFT, et
al, 2006).

O mecanismo de agdo se baseia na ligacdo ao episterdl, sendo este precursor do
ergosterol na membrana do parasito, alem do colesterol da membrana do macréfago (PAILA,
et al, 2010), ocasionando a formac&o de poros, com consequente perda ions através de canais
ibnicos abertos, alterando o equilibrio osmotico na membrana do parasito, levando a uma
disfuncéo e resultando em lise celular (MINODIER, et al, 2003; MISHRA, et al, 2007). E
capaz de aumentar a expressdo de receptor tipo Toll-2 (TLR-2), levando a ativacdo de uma
resposta inflamatéria pela ativacdo de NF-kB, e producdo de TNF- alfa e IL-10
(BELLOCCHIO, et al, 2005; MATSUO, et al, 2006).

Este tratamento também ocasiona efeitos colaterais como dor generalizada,
convulsdes, febre, calafrios, diminuicdo do hematocrito e nefrotoxicidade reversivel,
toxicidades pulmonares e neuroldgicas (MINODIER, et al, 2003; SINGH; SIVAKUMAR,
2004). Além de apresentar severos problemas como a toxicidade, AmB tem sua utilizacdo
limitada havendo a necessidade de administracdo parenteral, devido a sua baixa absorcédo oral
(<5%) impede sua administracdo por via oral; somente a infusdo intravenosa é capaz de
atingir a concentracdo terapéutica no sangue. Além disso, mais de 95% da AmB se liga a
proteinas do plasma sanguineo e nos tecidos, tendendo sua concentracdo, principalmente no
figado, baco, pulmdes e rins, restringindo assim sua eficiéncia (MINODIER, et al, 2003).

Ha ainda disponivel para o tratamento das leishmanioses formulacGes lipidicas de
anfotericina B, a qual pode estar envolvida por lipossoma unilamelar ou incorporada em um
complexo lipidico. Essas formulacdes incluem AmBisome® (anfotericina lipossomal),
Abecelt® (anfotericina incorporada em um complexo lipidico) e Amphocil © (anfotericina em
dispersao coloidal) onde foi observado sua reduzida toxicidade e seu maior tempo de vida no
plasma em relagdo a AmB convencional (MINODIER, et al, 2003; MISHRA, et al, 2007).
Apesar dos estudos com varias formulacdes lipidicas de AmB comprovarem seu excelente
potencial para o tratamento das leishmanioses apresentando 96% de cura em 5 dias de
tratamento com uma concentra¢do menor que a AmB convencional, existe a barreira de seu
alto valor, se tornando um fator importante na limitag&o de seu uso (MISHRA, et al, 2007).

1.5.5 Miltefosina (hexadecilfosfocolina)

A miltefosina ¢ um andlogo de fosfolipideo (alcilfosfocolina), chamado
hexadecilfosfocolina [HePC], foi originalmente desenvolvido como uma droga anti-cancer e
é freglientemente usada para o tratamento topico da metéstase cutdnea de carcinoma
mamario. A atividade anti-neoplasica da HePC, tem sido relacionada a sua capacidade de
induzir apoptose em vaérias linhagens de células tumorais (ENGELMAN, et al, 1996;
DUIJSINGS, et al, 2004; RUITER, et al, 2001; KONSTANTINOV; BERGER, 1999).

Em 2002, a miltefosina foi aprovada na india como o primeiro farmaco por via oral
para o tratamento contra leishmaniose visceral. No Brasil, estudos in vitro apontam que doses
mais elevadas sejam necessarias das habitualmente utilizadas em paises desenvolvidos, aonde
esse farmaco vem sendo empregado no tratamento da forma visceral da doenca (TEIXEIRA,
et al, 2011), j& que a miltefosina foi pelo menos 20 vezes mais eficaz contra L. donovani,
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quando comparado com quatro espécies de relevancia médica no Brasil como L.
amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis e L. infantum chagasi
(MORAIS-TEIXEIRA, et al, 2011).

Os mecanismos de agdo da miltefosina em Leishmania tém demonstrado semelhancas
na sua atividade contra células tumorais humanas. A conex&o de sua atividade esta vinculada
a inducao de apoptose e alteracdo na via de sinalizacdo dependente de lipidios.

Existem vérias hipoteses para 0 mecanismo de acdo da miltefosina, portanto nenhuma
ainda foi identificado definitivamente. Diversos estudos tem proposto que exista mais de um
local molecular de acdo. Dentre os possiveis mecanismos de ac¢do incluem a morte celular
semelhante a apoptose causada por pela condensacao nuclear, fragmentacdo do DNA e perda
de volume da célula (MOREIRA, 2011). Alteracdo do metabolismo dos fosfolipideos da
membrana do parasito, alteracdo na biossintese de glicosilfosfatidilinositol (GPI), com
possivel implicagdo na sua viruléncia e na transducdo de sinal dentro do parasito (LUX, et al,
2000). Qutros alvos seriam a reducdo dos niveis de ergosterol (RAKOTOMANGA, et al,
2005), a inibicdo da biossintese de fosfatidilcolina (RAKOTOMANGA, et al, 2007), agindo
também na reducdo do potencial da membrana mitocondrial (SANTA-RITA, et al, 2004),
inibindo o citocromo —c- oxidase (LUQUE-ORTEGA,; RIVAS, 2007).

Propriedades imunomoduladoras desse farmaco tém sido propostas como um fator
adicional que contribui para seu efeito leishmanicida. Foi demonstrada sua capacidade de
induzir a producdo de IFN-y em macréfagos infectados com L. donovani, visto que a
miltefosina aumenta a expressao de receptors IFN-y, além disso o IFN-y induz a fosforilacao
de STAT-1 e reduz ativacdo de SHP-1. Foi demonstrado que miltefosina induz também a
fosforilacdo de p38 MAP-kinase dependente de PI3K, necessaria para ativacdo de iNOS,
sugerindo assim que miltefosina tenha uma acgdo indireta sobre o parasito (WADHONE, et al,
2009).

As principais preocupagdes com a seguranca do uso de miltefosina se relacionam com
0 seu efeito sobre a mucosa do trato gastrointestinal (DORLO, et al, 2011) e do seu potencial
teratogénico ndo sendo recomendado para o tratamento em gravidas e a contracepc¢do €
necessaria em mulheres em idade fértil (SINDERMANN; ENGEL, 2006). Foram descritos
também, a anorexia, nausea, vomito e diarreia, no entanto, esses efeitos colaterais perduram
somente no inicio do tratamento e frequentemente resolvem com a continuidade do
tratamento (MURRAYY, 2004). Outro impasse € sua possivel evolucdo para o aparecimento de
cepas resistentes, visto que o tratamento pode deixar niveis sub—terapéuticos no sangue por
algumas semanas pds-terapia, uma caracteristica que pode propiciar o desenvolvimento de
resisténcia (BERMAN, et al, 2006).

Sua formulagdo quimica esta representada na figura 6 abaixo:

0

|
CHy-(CH,)14-CHy=0-P-O~(CH,),-N " (CHz)s

I

0

Figura 6. Estrutura quimica da miltefosina (CROFT, et al, 2003)

A auséncia de um medicamento leishmanicida realmente eficaz € de extrema
importancia e torna necessaria a busca de novos compostos terapéuticos com melhor
atividade e com menor producdo de efeitos adversos. Produtos naturais oriundos de plantas
sdo fontes alternativas para a pesquisa de novos e seletivos agentes terapéuticos para o
tratamento das leishmanioses.
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1.6 Produtos naturais x leishmaniose

Estima-se que existam de 250.000 a 500.000 espécies de plantas no planeta (BORIS,
1996), onde uma porcentagem relativamente pequena de menos de 10% seja utilizada para
fins medicinais. Apesar de utilizadas ha séculos para fins medicinais, no tratamento de
diversas patologias, incluindo infeccBes parasitarias, os produtos naturais comecaram a ser
cientificamente investigados quanto a sua atividade bioldgica apenas no século XX (IWU, et
al, 1994), embora aproximadamente 25% dos compostos ativos dos medicamentos prescritos
nos Estados Unidos e Inglaterra tenham sido isolados de plantas (ANTHONY, et al, 2005).

Na medicina popular, os produtos naturais utilizados contra leishmanioses séo
geralmente administrados por via oral nos casos de leishmaniose visceral e como preparacoes
topicas para leishmaniose cutanea. A avaliacédo cientifica desses produtos naturais vem sendo
eficaz para obtencdo de compostos, para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento
das leishmanioses, uma vez que a auséncia de um medicamento altamente eficiente e de
baixo custo para o tratamento das leishmanioses influencia cada vez mais novas pesquisas
(IWU, et al, 1994; ROCHA, et al, 2005; ANTHONY, et al, 2005).

Ap6s um longo periodo de negligéncia em pesquisas com produtos naturais, inimeros
estudos envolvendo produtos naturais vém demonstrando atividade contra diferentes doencas.
BAHRI, et al (2013) descreveram a atividade antibacteriana do 6leo essencial de Juniperus
thurifera L.var Africana. e seu componente majoritario sabineno. A atividade antiviral do
extrato aquoso de Melissa officinalis e de seus compostos fenolicos como o &cido cafeico,
acido p-cumarico e acido rosmarinico demonstrou que o acido rosmarinico tem efeito dose-
dependente contra o Virus Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1) (ASTANI, et al, 2012).

O efeito do dleo essencial de Xylopia laegigata extraido de trés regides diferentes da
Mata Atlantica no estado de Sergipe, Brasil, demonstrou atividade anti-tumoral tanto in vitro
quanto in vivo. In vitro, o 6leo essencial teve efeito citotoxico e in vivo, a taxa de inibicdo do
crescimento tumoral teve média de 40%. O tratamento ndo afetou significativamente o peso
corporal, a macroscopia dos 6rgaos, ou contagem de leucécitos no sangue (QUINTANS, et
al, 2013).

Inimeros grupos de pesquisa avaliaram o potencial terapéutico in vivo de diversas
plantas medicinais no tratamento de diferentes espécies de Leishmania, incluindo 6leos
essenciais, além de alguns de seus constituintes, tais como flavonoides, alcaldides,
terpendides (triterpenos, sesquiterpenos, monoterpenos), taninos, lignanas, chalconas,
saponinas, quinonas, lignanas, demonstrando um efeito anti-leismanicida promissor (SEN, et
al, 2011). Nosso grupo demonstrou que a piperina, uma amida, extraida de Piper nigrum
(pimenta do reino) foi ativa contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis,
causando danos ultraestruturais em formas promastigotas, induzindo alteracdes lipidicas e
afetando o ciclo celular (FERREIRA, et al, 2011). Outro estudo relatou o efeito do latex
extraido de Himatanthus sucuuba contra formas amastigotas de L. amazonensis de forma
dose-dependente, sendo capaz de induzir a producdo de 6xido nitrico, TNF-alfa e inibindo
TGF-beta em macrdfagos. No tratamento in vivo por via oral com o latex de H. sucuuba, a
carga parasitaria da lesdo na pata dos camundongos BALB/c também foi reduzida quando
comparada ao controle (SOARES, et al, 2010).

Dessa forma, o estudo com produtos naturais torna possivel a investigacdo de agentes
medicinais que possam ser utilizados sozinhos ou em associagdo com as drogas
tradicionalmente utilizadas pela industria farmacéutica, além de serem relativamente baratos.
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1.7 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais (OEs) sdo metabdlitos secundarios de origem vegetal, presentes
em varios grupos de espécies de plantas, eles definem aroma e sabor de varios vegetais e sao
utilizados para protecédo da planta e na atragdo de polinizadores. A volatilidade e solubilidade
dos OEs em solventes organicos permitem o isolamento e caracterizacdo destes compostos.
Essas substancias apresentam-se geralmente sob forma de liquidos oleosos, de aroma
agradavel e intenso, todavia existem os de aroma desagradavel e ainda os inodoros (COSTA,
1994). Grandes variacbes na composicdo dos Odleos essenciais tém sido observadas,
dependendo da origem da planta, do estdgio de desenvolvimento e da parte usada para a
obtencio do 6leo (SIMOES, et al, 2002). O contelido do OE pode variar qualitativa e
quantitativamente entre as espécies, e pode variar também devido a parametros climaticos e
fatores agrondémicos (KERROLA, et al, 1994).

Os constituintes dos OEs em geral sdo hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, perdxidos, furanos, acidos orgéanicos,
lactonas, cumarinas e compostos com enxofre organico (COWAN, 1999). Na mistura, tais
compostos apresentam-se em diferentes concentragdes, normalmente um deles é o composto
majoritario, existindo outros em menores concentracBes e alguns apenas com tracos
(SIMOES & SPITZER, 2000). Geralmente, os terpendides sdo o0s constituintes
preponderantes nos OEs, sendo os mais freqlentes 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos.
(SIMOES, et al, 2002).

Devido as suas fragrancias delicadas, persistentes e agradaveis, os OEs possuem
grande aplicagdo nas indlstrias de perfume e alimentos. Em aromas, é muito importante
reconhecer que, mesmo quando um componente esta presente em grande concentracdo, nao é
ele necessariamente o responsavel pelo aroma do produto. Este componente pode ser inodoro
ou mesmo um realcador de odor. Este fato ocorre com 6éleos citricos, onde 0s terpenos
oxigenados, que sdo 0s constituintes em menores quantidades, contribuem com maior
intensidade no aroma dos 6leos (YABIKU & LARA, 1986).

Recentemente, varios trabalhos tem mostrado que Oleos essenciais isolados de
diferentes espécies de plantas possuem efeitos antimicrobianos (NOGUEIRA, et al, 2007;
BAHRI, et al, 2013; ASHOUR, 2008; MONZOTE, et al, 2009; CAVALCANTI, et al, 2010;
MACHADO, et al, 2010; ESCOBAR, et al, 2010). Oleos essenciais de Cimbopogum nardus
(L.) Rendle (citronela), Mentha pulegium L. (poejo), Melissa officinalis L. (erva cidreira),
Casearia sylvestris Sw. (guacatonga), Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (lipia) e Mentha
piperita L. (horteld) apresentaram atividade antimicrobiana em Streptococcus mutans e
Lactobacillus casei (NOGUEIRA, et al, 2007). De forma semelhante, foi mostrado que o
0leo essencial de Lippia sidoides Cham. exibiu potente atividade acaricida contra
Tetranychus urticae Koch (CAVALCANTI, et al, 2010).

O papel dos Gleos essenciais em outros modelos de estudo, mostrou que o Oleo
essencial de Senecio rufinervis D.C (Asteraceae) possui atividade analgésica dose-dependente
em camundongos, sendo este efeito atribuido a presenca de terpenos (MISHRA, et al, 2010) e
que o tratamento com o Oleo essencial de Alpinia speciosa Schum. em ratos, apresentou acao
anti-espasmodica e relaxante no ileo do animal, de forma dose-dependente (BEZZERA, et al,
2000). Oleo essencial de Callitris neocaledonia, tendo o guaiol (Figura 7A) como composto
majoritario, apresentou atividade fungicida (WAIKEDRE, et al, 2012).

No estudo com agentes causadores de doencas parasitarias, foram testados os efeitos
de oleos essenciais ricos em fenol de Thymbra capitata, Origanum virens, Thymus zygis e
Lippia graveolens em Giardia lamblia. O dleo essencial de T. capitata se mostrou mais ativo
na inibicdo do crescimento do parasito do que os outros 6leos. Todos os Oleos induziram a
morte do parasito devido a perda da osmorregulagdo causada por alteragfes ultraestruturais
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na primeira hora de tratamento, sendo tempo dependente, e ndo apresentaram citotoxicidade
nas células de mamiferos in vitro (MACHADO, et al, 2010).

A utilizacdo popular de OEs no tratamento de leishmanioses tem sido relatada
(KVIST, et al, 2006). Os OEs e seus isolados podem atuar diretamente no parasito, causando
danos estruturais e/ou funcionais em Leishmania sp., ou podem atuar de modo indireto por
ativacdo do sistema imune (ANTHONY, et al, 2005). A caracterizacdo do 6leo essencial de
Piper auritum foi avaliada quanto a sua citotoxicidade e sua atividade leishmanicida. O
safrole foi revelado como componente mais abundante com 87% de abundancia relativa,
presente no 6leo, que mostrou atividade contra formas promastigotas de Leishmania major,
L. mexicana, L. braziliensis e L. donovani, inibindo o crescimento de amastigotas
intracelulares de L. donovani com um ICsode 22.3 pg/mL (MONZOTE, et al, 2010).

O tratamento oral com O6leo essencial de Chenopodium ambrosioides em
camundongos infectados com L. amazonensis, mostrou ser mais eficaz quando comparado
com animais tratados com glucantime, anfotericina B ou pentamidina (MONZOTE, et al,
2009). Um estudo anterior com 0 mesmo 6leo essencial mostrou uma atividade sinérgica apos
tratamento em associa¢do com pentamidina contra formas promastigotas de L. amazonensis,
porém, ndo foi observado este mesmo efeito em combinacdo com antimoniato N-metil-
glucamina ou anfotericina B em associacdo com o 6leo essencial (MONZOTE, et al, 2007).
De forma semelhante, o tratamento in vitro de L. amazonensis com o Oleo essencial de
Achillea millefolium demonstrou efeito nas formas promastigotas e amastigotas do parasito
com ICso de 7,8 pug/mL e 6,5 pg/mL, respectivamente. As formas promastigotas tiveram
alteragOes ultraestruturais na sua forma e tamanho quando tratadas com ICsy de 7,8 pg/mL
(SANTOS, et al, 2010).

Outro 6leo essencial com atividade leishmanicida é o Ocimum gratissimum, rico em
eugenol, quando testado em L. amazonensis mostrou atividade para as formas promastigotas
e amastigotas, com 1Cso de 135 pg/mL e 100 pug/mL, respectivamente. E seu componente
majoritario, o eugenol com ICsy de 80 pg/mL em formas promastigotas. Tanto as formas
promastigotas e amastigotas tiveram alteracOes ultraestruturais importantes quando tratados
com as concentragdes do ICsq do 6leo essencial bruto. Além de ndo apresentar citotoxicidade
para a célula hospedeira, seguida por um aumento na producdo de oxido nitrico nas células
infectadas (UEDA-NAKAMURA, et al, 2006). OLIVEIRA E COLABORADORES (2008)
verificaram que esse Oleo essencial também foi capaz de inibir o crescimento de formas
promastigotas de L. chagasi de maneira dose-dependente, além de causar danos
ultraestruturais.

A atividade leishmanicida dos o6leos essenciais de Cymbopogon citratus e de seu
principal componente, o monoterpeno citral, foram avaliadas por SANTIN E
COLABORADORES (2009) e observaram que tanto o OE, quanto citral apresentaram
atividade leishmanicida de forma dose-dependente, com ICsy 3,2 pg/ml e 25 pg/ml,
respectivamente. Além de causar danos ultraestruturais, como altera¢cdes nas mitocéndrias, no
flagelo, na bolsa flagelar, e o aparecimento de multiplos vactolos no citoplasma de
promastigotas de L. amazonensis.

A atividade biologica dos 6leos essenciais de 19 espécies de Lippia spp. e sete dos
seus principais compostos (geraniol, nerol, limoneno, nerol, carvacrol, p-cimeno, gamma-
terpineno, carvona e timol) foram testados contra as formas livres e intracelulares de L.
chagasi e Trypanosoma cruzi. O 6leo essencial de Lippia alba mostrou ser capaz de matar
formas epimastigotas e amastigotas intracelulares de T. cruzi, e o 0leo essencial de Lippia
origanoides exibiu ter a mesma atividade contra formas promastigotas de L. chagasi. Os
constituintes, timol e S-carvona, sdo 0s dois componentes majoritarios ativos presentes nesses
OEs (ESCOBAR, et al, 2010).

Lippia sidoides Cham. cujo 6leo essencial é rico em timol (Figura 7B) (56.7%), e
carvacrol (16.7%), ambos monoterpendides fenoliticos (LACOSTE, 1996 & LEMQOS,1990),
¢ conhecida popularmente como ‘“alecrim pimenta”, encontrada no Nordeste do Brasil, ¢
usada na medicina popular no tratamento de moléstias cutaneas, como anti-séptico oral e na
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preparacdo de sabonete liquido usado na prevencéo de infeccdo fungica e no tratamento de
picada de insetos. Estudos com este 6leo essencial mostrou um potente efeito microbicida
contra o crescimento de Candida albicans e Streptococcus mutans (BOTELHO, et al, 2007).
Lippia sidoides Cham., Lippia origanoides, Chenopodium  ambrosioides, Ocimum
gratissimum, Justicia pectorales e Vitex agnus-castus apresentaram atividade contra formas
epimastigota e amastigota de Trypanossoma cruzi, sendo o Oleo essencial de L. sidoides
Cham. o mais efetivo contra as formas amastigotas do parasito (BORGES, et al, 2012). O
efeito do o6leo essencial bruto de Lippia sidoides Cham. e de seu composto majoritario timol,
também foi testado em L. amazonensis, nestes dados o 6leo essencial foi toxico para formas
promastigotas e amastigotas do parasita sem apresentar toxicidade para as células
hospedeiras. Entretanto, 0 composto majoritario, timol, apresentou-se toxico para as celulas
do hospedeiro (MEDEIRQS, et al, 2011). (Tabela 1)

Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc., € conhecida como “alfazema do Brasil”,
é um arbusto com inflorescéncias de cheiro agradavel de distribuicdo predominantemente
tropical e subtropical. Esta espécie possui a sinonimia de Lippia lycioides Cham Steud.
(Gillies & Hook), pertence a familia das Verbenéceas
(http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-113597) Nomencl. Bot. ed. 2, 2: 54 1841. E
utilizada na medicina popular brasileira, no combate de resfriados, catarros, dores da bexiga e
de estdmago, como excitante e melifera, e suas flores utilizadas na fabricacdo de perfumes.
Ocorrendo principalmente em Minas Gerais e no Rio Grande do Sul, chegando até o norte do
pais (http://www.plantasquecuram.com.br/ervas/cidrao.html). Na literatura, ha registro da
composicao quimica do 6leo essencial de Aloysia gratissima (coletada no Uruguai). SOLER
E COLABORADORES (1986) descreveram 36 compostos (Tabela 2), em que o sabineno se
apresentou como majoritério deste dleo, com 29,95% de sua composi¢éo.

Foi descrito para o 6leo essencial de A.gratissima (sin. L.lycioides) atividade
fungicida contra Ascophaera apis, onde inibiu seu crescimento in vitro (DELLACASA, et al,
2003), alem de apresentar atividade virucida contra o virus Junin (JUN), onde apresentou o
cariofileno como seu composto majoritario com 15,84% (GARCIA, et al, 2003) e efeito anti-
pasmaddico em ileo de ratos (CONSOLINI, et al, 2011).

Considerando o repertério de compostos leishmanicidas existentes limitado, €
essencial preservar a sua eficadcia junto com o desenvolvimento continuo de novos
compostos. Conhecendo cada vez mais as caracteristicas moleculares e bioquimicas dos
compostos naturais, € fundamental esse conhecimento a fim de minimizar as possibilidades
de resisténcia as drogas utilizadas tradicionalmente, existindo a possibilidade do uso de
combinacdo de novos compostos com 0s convencionais, sendo uma opcao quimioterapica
futura atraente (WAGNER & ULRICH-MERZENICH, 2009).

CHg CHs
HsC OH
H3C CH3
OH H3C CHg
Figura 7A. Estrutura quimica do Guaiol Figura 7B. Estrutura quimica do Timol
(Sesquiterpeno) (Monoterpeno fenolitico)
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Figura 8A. Lippia sidoides Cham.
http://saude-joni.blogspot.com.br/2011/01/alecrim-pimenta.html

Figura 8B. Aloysia gratissima (sin. L. lycioides)

http://www.amwua.org

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. (MEDEIRQOS,
etal, 2011)

Componentes quimicos Quantidade relativa %
Mirceno 0,38
Alfa- terpineno 0,4
p-cimeno 6,32
Limoneno 0,39
1,8-cineol 1,6
y-terpineno 1,06
Terpineno 0,62
Metil éter timol 1,44
Timol 78,37
E-cariofileno 6,17
(+) aromadendreno 0,46
Alfa-humuleno 0,32
Viridifloren 0,42
(+) espatulenolo 0,37
(-) 6xido de cariofileno 1,68
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Tabela 2. Composicdo quimica do 6leo essencial de Aloysia gratissima (sin. L. lycioides)
(SOLER, et al, 1986).

Componentes quimicos Quantidade relativa %
Alfa-pineno 2,64
beta-pineno 9,66
Sabineno 29,95
Alfa-terpineno 1,38
Limoneno 1,31
1,8-cineol 1,39
Beta-cimeno 0,54
Alfa-elemeno 1,69
Pinocanfona 1,71
iso-pinocanfona 2,14
Alfa-cedreno 3,35
Beta-cariofileno 2,08
Hidrocarbono 7,38
Beta-cardineno 2,08
Beta-bisaboleno 5,81
Alfa-curcumeno 2,57
calameneno 1,28
Epdxido de cariofileno 0,5
Copaenona 3,59
Globulol ou ledol 3,48
Espatulenol 1,10
Copaenol 4,29
Cy5 alcool 3,87
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

- Identificar novos compostos com atividade leishmanicida, utilizando os 6leos essenciais de
Lippia sidoides e Aloysia gratissima (sin. L. lycioides) e seus constituintes majoritarios contra
L. amazonensis.

2.2 Objetivos especificos:

- Avaliar a atividade anti-Leishmania dos 6leos essenciais de Lippia sidoides Cham. e Aloysia
gratissima (sin. L. lycioides) e de seus constituintes majoritarios em formas promastigotas e
amastigotas do parasito in vitro;

- Verificar a citotoxicidade dos éleos essenciais e de seus constituintes majoritarios para as
células hospedeiras in vitro;

- Avaliar a capacidade fagocitica de macréfagos tratados com os 6leos essenciais e/ou de seus
constituintes majoritarios;

- Estudar o papel dos 6leos essenciais e de seus constituintes majoritarios na modulacao da
producdo de éxido nitrico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3. 1 Parasitos:

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (WHOM/BR/75/Josefa) foram
mantidas em meio Schneider’s (Schneider Insect Medium, Sigma Aldrich) pH 6.8
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cripion) a 26 °C, utilizados na fase estacionaria
de crescimento (5-6dias).

3. 2 Obtencéo de macrofagos:

Camundongos BALB/c foram inoculados com 1,5 ml de tioglicolato 3% por via
intraperitoneal e no quarto dia apds a estimulacdo, os macrofagos foram obtidos através de
lavagem peritoneal com meio RPMI 1640 (Biochrom KG, Germany) pH 7,2 a 4°C. As
células foram incubadas em laminula de vidro de 13 mm2 em placas de 24 pocos e mantidas a
37°C em 5% de CO; por pelo menos uma hora e meia. A seguir, as culturas foram lavadas
com PBS (0,1M tampdo fosfato — 0,85% salina) a 37°C para a remocdo de células nédo
aderentes e incubadas “overnigth” em meio RPMI suplementado com 10% de SFB, nas
mesmas condic¢Bes acima descritas.

3.3 Lippia sidoides e Aloysia gratissima:
3.3.1 Obtencao das plantas:

Aloysia gratissima (Gill. & Hook.) Tronc. (sin. Lippia lycioides Steud) e Lippia
sidoides Cham. foram coletadas no campus da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio Janeiro, em
Fevereiro de 2001. Amostras foram depositadas no Herbario do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, sob registro RB 3237302 e 354749, respectivamente.

3.3.2 Extracdo dos 0leos essenciais:

As amostras dos 6leos essenciais e de seus componentes majoritarios foram extraidas
de folhas frescas de Aloysia gratissima (sin. Lippia lycioides Steud) e Lippia sidoides Cham.,
por hidrodestilacdo e analisadas pelo método de cromatografia de gas (ADAMS, 2007) e
doadas pelos Drs. Ménica Freiman de S. Ramos (Fac. Farmécia - Dep. Medicamentos —
UFRJ) e Antbnio C. Siani (Instituto de Tecnologia em Farmacos, Farmanguinhos, Fundagéo
Oswaldo Cruz, RJ) e diluidos em DMSO (SIGMA). Anfotericina B comercial foi adquirida
da Cristalia, Brasil e dissolvida em agua.

3.4 Atividade anti-promastigota:

Promastigotas de L. amazonensis (1x10°) foram incubadas em meio Schneider
suplementado com 10% de soro fetal bovino, na presenca ou ndo de 1 pg/ml, 10 pg/ml e
100ug/ml de Lippia sidoides Cham. e Aloysia gratissima (sin. L. lycioides) adicionados no
primeiro dia de cultivo. A sobrevivéncia dos parasitos foi estimada através da contagem dos
parasitos viaveis/madveis em camara de Neubauer durante trés dias consecutivos.
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3.5 Atividade anti-amastigota:

Macréfagos peritoneais aderidos em laminulas foram infectados com promastigotas
de L. amazonensis (fase estacionaria) em uma proporcao de parasito:macréfago de 10:1 e
incubados por 1 hora a 34°C em 5% de CO, Apoés esse periodo, 0s parasitos ndo aderidos
foram removidos através de lavagens de PBS a 37°C e as culturas incubadas com meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Hyclone). Apds 24 horas de interacdo a 34°C
em 5% de CO; a cultura foi tratada com as concentrac6es de 0,001 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,1
pg/mL, 1 pg/mL e 50 pg/mL do 6leo essencial de L. sidoides Cham. e 0,01 pg/mL, 0,1
pg/mL, 1 pg/mL e 50 pg/mL do dleo essencial de A. gratissima (sin. L. lycioides) e
também foram utilizados os compostos majoritarios dos Gleos essenciais timol e guaiol
(SIGMA), respectivamente. A anfotericina B (1pg/ml) foi usada como controle positivo.
Apo6s 24 horas nas mesmas condicOes descritas acima, as células foram lavadas com PBS a
37°C, fixadas com metanol (100%) a temperatura ambiente, coradas com Giemsa e montadas
com Enthellan (Merck). O indice de infectividade (% de macrofagos infectados x numero
médio de amastigota por macrofago) foi determinado microscopicamente através da
contagem de no minimo 200 células em duplicata,

3.6 Ensaio de morte de amastigota:

Macrofagos peritoneais foram plaqueados como descrito acima, em seguida foram
infectados com formas promastigotas de L. amazonensis (fase estacionaria) em uma
proporcdo parasito:macrdéfago de 10:1. Apo6s 1 hora de infecgdo, os parasitos ndo aderidos
foram removidos através de lavagens com PBS a 37°C e em seguida foram incubados com
meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, onde ficaram interagindo por 24
horas a 34°C em 5% de CO,. Apds esse periodo, a cultura foi tratada ou ndo com as
concentracdes de 2ug/mL e 50pug/mL dos 6leos essenciais de A. gratissima (sin. L. lycioides)
e L. sidoides Cham. e incubados por mais 24 horas. Ap6s 24h de incubacéo, foi adicionado as
células 0,01% de SDS (sulfato dodecil de sédio) por 10 minutos e em seguida adicionado o
meio Schneider suplementado com soro fetal bovino a 10%. Apo6s 48h a 26°C, o nimero de
promastigotas foi estimado através da contagem dos parasitos vidveis/méveis em cadmara de
Neubauer.

3.7 Ensaio de fagocitose de promastigotas:

Macrofagos peritoneais obtidos como descrito anteriormente foram tratados com a
concentragdo de 50 pg/mL de L. sidoides Cham. e A.gratissima (sin. L. lycioides) e
incubados por 24 horas. Apés esse periodo, os macrofagos foram entdo infectados com
formas promastigotas de L. amazonensis na fase estacionaria na proporgédo
parasito:macrofago de 10:1, onde interagiram por 1 hora, em seguida as células foram
lavadas com PBS, fixadas com metanol e coradas com Giemsa. O indice de associacao (% de
macrofagos infectados x numero médio de promastigotas por macréfago) foi determinado
microscopicamente através da contagem de no minimo 200 células em triplicata.
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3.8 Citotoxicidade
3.8.1 Método do XTT:

Macrdfagos peritoneais obtidos como descrito anteriormente foram plagueados em
placa de 96 pocos (2x10%/poco) e incubados a 34°C/5% CO, por 2 horas. As células néo
aderentes foram removidas através da lavagem com PBS, e incubados “overnight” em meio
RPMI suplementado com 10% de SFB. Apoés esse periodo, os macrofagos foram tratados
com 1 pg/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL dos 6leos essenciais e com 100 pg/mL  de seus
compostos majoritarios timol e guaiol por 24 horas a 37°C/5%CO,. Ap0s o0s tratamentos, 0s
macrdfagos foram lavados e incubados com PBS contendo 1.48 mM XTT (2,3-Bis [2-
Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxinilide inner salt, Sigma) ativado
com 200mM de PMS (Phenazine Methosulfate, Sigma). Apds 3 horas de incubacgdo, o
produto dessa reacdo foi lido e a atividade mitocondrial das células foi determinada a 450nm
(Microplate Reader Mod. 3550-UV, Bio-Rad Laboratories). Os resultados foram expressos
em percentagem de sobrevivéncia em relacdo aos controles ndo tratados. Azida sodica a 1%
foi usada como controle positivo da reagcdo. Os experimentos foram feitos em triplicata.

3.8.2 Azul de Trypan:

Macrdfagos peritoneais obtidos como descrito anteriormente foram tratados ou nédo
com 1 pg/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL dos Oleos essenciais e seus compostos majoritarios
timol e guaiol por 24 horas a 37°C/5%CO,. Os macrofagos foram lavados e incubados com
solucdo de 0.03% de Azul de Trypan e o numero de células vidveis foi determinada pela
contagem de no minimo 200 células em triplicata.

3.9 Producéo de dxido nitrico (NO):

Macrofagos peritoneais estimulados com tioglicolato foram obtidos como descrito
anteriormente. As células foram ativadas ou ndo com 200ng/mL de LPS (LPS-L3755- de
Escherichia coli sorotipo 026:B6; Sigma) e 200ng de IFN-y recombinante murino
(Prepothec) e tratados simultaneamente com os 6leos essenciais de L. sidoides Cham. e A.
gratissima (sin. L. lycioides) nas concentracdes de 1 pg/mL e 50 pg/mL. Apbs 48 horas, 0s
sobrenadantes foram coletados e a concentragdo de NO foi estimada indiretamente pela
quantificacdo de nitrito no sobrenadante pelo reagente de Griess (Sigma).

3.10 Andlise estatistica:

Os dados foram analisados pelo teste t de Student para comparagdo de dois grupos ou
anélise de variancia (one-way ANOVA), para mais de dois grupos. As analises serdo feitas
utilizando o software GraphPad Prism 5.0. O valor de P sera considerado significante quando
menor ou igual a 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Composi¢do quimica dos Oleos essenciais de Lippia sidoides Cham. e Aloysia
gratissima (sin. Lippia lycioides).

As atividades dos OEs sdo geralmente atribuidas a presenca dos componentes
quimicos presentes, onde neste presente estudo, a composi¢do quimica de Lippia sidoides
Cham. (OE-10) (Tabela 3) e Aloysia gratissima (sin. Lippia lycioides) (OE-12) (Tabela 4), foi
analisada pelo método de cromatografia gasosa e foram gentilmente cedidos pela Dra.
Monica Freiman da Faculdade de Farmacia da UFRJ e o Dr. Antonio Siani de
Farmanguinhos/Fiocruz.

Dentre os compostos identificados, o timol se apresentou como 0 componente
majoritario do OE de Lippia sidoides Cham. com 79,3%. (Tabela 3).

Tabela 3. Constituintes do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham.

Constituintes Abundancia relativa
p-cimeno 5,4%

y-terpineno 3,4%

eter metil timol 1,6%

timol 79,3%

B-cariofileno 10,2%

A andlise do OE de Aloysia gratissima (Lippia lycioides) mostrou o guaiol como o
componente majoritario, com 19,7%. (Tabela 4).

Tabela 4. Constituintes do 6leo essencial de Aloysia gratissima (sin. Lippia lycioides).

Constituintes Abundancia relativa
1,8 cineol 8,2%
sabineno 1,6%
d-elemeno 3%
B-elemeno 2%
B-carofileno 4%
germacreno D 10,9%
biciclogermacreno 12,5%
germacreno B 12,6%
guaiol 19,7%
5-azulenemetanol 8%
desconhecidos 2,2%
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4.2 Atividade anti-promastigotas dos dleos essenciais de Lippia sidoides Cham. e Aloysia
gratissima (sin. L. lycioides).

Nossos resultados comprovaram que o0s 0Oleos essenciais de Lippia sidoides Cham.
(OE-10) e Aloysia gratissima (sin. L. lycioides) (OE-12) nas concentragdes 1, 10 e 100
pg/mL foram capazes de inibir o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis in
vitro. Verificamos que em 48 horas de tratamento com as concentragdes 1, 10 e 100 pg/mL
do OE-10 e OE-12 houve inibicdo de 24,9%, 30,6%, 70,5%, e 30,3%, 38,5%, 96% no
crescimento do parasito, respectivamente. As concentra¢fes inibitorias para 50% da
populacdo (ICsp) para os OE-10 e OE-12 em 48 horas sdo 22,2 ug/mL e 25,5 pg/mL,
respectivamente. (Figuras 8A, B)

Em 72 horas foi observada uma inibicdo do crescimento de promastigotas de 42%,
64%, 64,7%, e de 31%, 44%, 85%, dos OE-10 e OE-12, respectivamente. As concentra¢oes
inibitdrias para 50% da populacdo (ICsp) para 0s OE-10 e OE-12 em 72 horas sao 4,3 pug/mL
e 14,2 pg/mL, respectivamente. (Figuras 9A, B). DMSO 1% usado como controle negativo
inibiu 10,75 em 48 horas e 5,1% em 72 horas (dado ndo mostrado).
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Figura 9. Efeito dos 6leos essenciais de L. sidoides (OE-10) (A) e A.gratissima (OE-12) (B)
no crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis. Promastigotas (10°/mL) foram
cultivados em meio Schneider suplementado com 10% de SFB na presenca ou na auséncia
dos OE-10 e 12 nas concentracBes 1, 10 e 100 pg/mL. A atividade anti-promastigota foi
determinada através da contagem dos parasitos vidveis em camara de Neubauer durante 3
dias consecutivos. Resultados representam 6 experimentos independentes em relacdo ao
controle e realizados em triplicata. * p<0.05 em relagdo ao CTRL.
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4.3 Atividade anti-amastigota na infec¢ao de macrdéfagos in vitro

A atividade anti-amastigota foi avaliada através da sobrevivéncia de formas
intracelulares no interior de macrofagos infectados in vitro. Nossos resultados demonstraram
que o OE-10 nas concentragdes de 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 50 pg/mL, apresentaram, 45,6%,
43,8%, 47% e as 2 Ultimas concentragdes 51%, de inibicdo na sobrevivéncia de formas
amastigotas, respectivamente, em relagdo com o controle ndo tratado. Atividade anti-
amastigota do 6leo essencial OE-12 mostrou ter uma atividade dose-dependente, onde as
concentragdes 0,01; 0,1; 1 e 50 pg/mL apresentaram, respectivamente, 35,5%, 50%, 61% e
67,8% de inibicdo da sobrevivéncia de formas amastigotas com um ICso de 0,7 pg/mL. A
anfotericina B (AmB) foi utilizada como controle positivo na concentra¢ao de 1 pg/mL, para
ambos os 6leos essenciais, onde apresentou a média de 88% de inibicdo (dado ndo mostrado).
O DMSO a 1% foi utilizado como controle negativo, onde mostrou inibigéo de 15,5%.
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Figura 10. Efeito dos 6leos essenciais de Lippia sidoides (OE-10) e Aloysia gratissima (OE-
12) na sobrevivéncia de amastigotas de Leishmania amazonensis em macrofagos in vitro.
Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas
(10p:1mo) por 24 horas e posteriormente foram tratados com 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 50 ug/mL
dos OE-10 e OE-12 por 24h. Resultados representam a média de trés experimentos + SEM
realizados em triplicatas. **p< 0,001 em relagcdo ao DMSO.
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4.4 Ensaio de morte de amastigotas

A fim de verificarmos se as formas amastigotas de L. amazonensis presentes em
macrofagos infectados e tratados com os OE-10 e OE-12 eram capazes de se diferenciar em
formas promastigotas, ap0s o tratamento, as células infectadas foram incubados por 48 horas
a 27°C em meio de cultura Schneider suplementado com soro fetal bovino. Nossos dados
mostram que 0s parasitos ndo se encontravam viaveis ap0s o tratamento, havendo uma
inibicdo de 76%, 77% e 85% e 91% na diferenciacdo dos amastigotas em promastigotas, com
0s 0leos OE-10 e OE-12 nas concentragdes de 2 e 50 pg/mL, respectivamente. (Figura 11)
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Figura 11. Efeito dos OE-10 e 12 na morte das formas amastigotas de L. amazonensis.
Macrofagos peritoneais foram infectados com promastigotas por 24 horas e posteriormente
tratados por 24 horas com os OEs nas concentracfes 2 e 50 pg/mL. Apoés a infeccdo e
tratamento dos macrofagos, eles foram cultivados em meio Schneider suplementado com
10% de SFB a 26°C por 48 horas, em seguida 0 nimero de promastigotas foi determinado
atraveés da contagem dos parasitos viaveis em camara de Neubauer. DMSO 1% foi utilizado
como controle e anfotericina B (AmB) 1 pg/mL foi utilizado como controle positivo.
Resultados representam a média = SEM de 3 experimentos independentes em relacdo ao
controle e realizados em triplicata. *** p<0.05 em relagdo ao DMSO.
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4.5 Ensaio Citotéxico

4.5.1 Viabilidade Mitocondrial de macro6fagos tratados com OEs

Para verificar a citotoxicidade dos OE-10 e OE-12 em macréfagos murinos
peritoneais, a atividade mitocondrial foi avaliada por meio da atividade das desidrogenases
mitocondriais das células. Nossos resultados mostraram que os macréfagos, apos o
tratamento com 0s OEs 10 e 12 nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL, apresentaram 77%,
84% e 69% para 0 OE-10 e 89,2%, 75,9% e 73,8% para 0 OE-12 de células viaveis,
respectivamente. O diluente DMSO a 0,4% apresentou 90,1% de células viaveis. A azida
sodica a 1% foi utilizada como controle positivo, por apresentar toxicidade para 0s
macrdfagos, onde foi observado apenas 22% de macro6fagos viaveis.
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Figura 12. Citotoxicidade dos OE-10 e OE-12 para macrofagos peritoneais murinos in vitro.
Macro6fagos foram incubados com 1, 10 e 100 pg/mL de OE-10 e OE-12 por 24 horas a 37°C,
5% CO,. O DMSO a 0,4% foi utilizado como controle. A azida sodica a 1% foi utilizada
como controle positivo. A viabilidade foi medida utilizando o método de XTT. Os resultados
sdo representativos de trés experimentos realizados em triplicatas e expresso como
percentagem de células viaveis + SEM.* p<0.05 em relagdo a azida sédica.

25



4.5.2 Integridade da membrana citoplasmatica de macrdéfagos tratados com OEs

Outro meétodo utilizado para averiguar a citotoxicidade dos OEs para os macréfagos murinos
foi o teste de exclusdo do corante azul de Trypan, que permite verificar a viabilidade celular
atraves de danos a sua membrana citoplasmatica. Nossos resultados demonstraram que 0S
macrdfagos tratados com OE-10 e OE-12 nas concentragdes de 1, 10 ¢ 100 pg/mL
permaneceram viaveis em 95%, 94% e 89%, e 90%, 91% e 89%, respectivamente, quando
comparados ao controle ndo tratado e ao DMSO a 1%, diluente dos compostos, sugerindo que
0os OEs ndo sdo capazes de alterar a integridade da membrana celular em nenhuma das
concentragOes testadas. O diluente dos Oleos essenciais, 0 DMSO a 1% também néo
apresentou danos para a membrana citoplasmatica dos macrofagos, onde 94% dos
macrdfagos estavam viaveis (Figura 13).
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Figura 13. Citotoxicidade dos OE-10 e 12 para macrdfagos murinos peritoneais in vitro.
Macrdfagos murinos foram incubados com 1, 10 e 100 ug/mL de OE-10 e OE-12, por 24
horas a 37°C, 5% CO,. A viabilidade de membrana citoplasmatica da célula foi avaliada por
meio do teste de exclusdo do corante azul de Trypan. Os resultados sdo representativos de
trés experimentos independentes realizados em triplicata e expresso como porcentagem de
celulas viaveis.
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4.6 Ensaio de fagocitose de promastigotas tratados com os OEs

O indice de associacdo dos macrdfagos peritoneais murinos foi avaliado através da
incubacdo das células com formas promastigotas de L. amazonensis, que serviu como
particula a ser fagocitada. Foi observado que a funcionalidade fagocitica dos macréfagos nao
foi alterada ap0Os pré-tratamento com 50 pg/mL, sendo esta a maior concentragdo utilizada
nos testes anti-amastigota dos OE-10 e OE-12. Embora ndo haja diferenga estatistica, foi
observado um aumento de 19% e 23% na capacidade fagocitica dos macréfagos tratados com
OE-10 e OE-12, respectivamente, em relagdo ao controle. O diluente DMSO a 1%, foi
utilizado como controle, e também néo foi capaz de alterar a funcionalidade fagocitica da
célula. (Figura 14)
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Figura 14. Efeito dos OE-10 e 12 na fagocitose de L. amazonensis em macrofagos.
Macrofagos peritoneais foram tratados com 50 pug/mL do OE-10 e 12, ap6s 24 horas de
tratamento, os macrdéfagos foram infectados por 1 hora com formas promastigotas na
proporcdo de 1:10 parasitos por macréfago. As células foram fixadas apds 1 hora de
incubacdo, fixadas e coradas. O indice associacdo (% células infectadas x numero de
parasitos/célula) foi determinado ap6s contagem de pelo menos 200 células em triplicata.
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4.7 Producdo de Oxido Nitrico de macrdfagos tratados com os OEs

Como o Oxido nitrico (NO) é um potente agente microbicida produzido por
macrofagos ativados, o qual é capaz de matar as formas intracelulares do parasito, nos
avaliamos a capacidade dos OEs em modular a producdo de NO em macréfagos em repouso
e em macrofagos ativados.

Verificamos que a producdo de 6xido nitrico por macréfagos peritoneais apresentou
um aumento de aproximadamente 4 vezes, quando estes foram ativados com 200 ng/mL de
LPS e 100 pg/mL de Interferon gamma (IFN- y) por 48 horas, quando comparados ao
controle ndo ativado. Entretanto, quando incubamos os macrofagos ativados com OE-10 e
OE-12 nas concentracgdes de 1 pg/ml e 50 pg/ml foi observada uma inibicdo da producéo de
NO pelos macréfagos ativados, da mesma forma foi observado que os OE-10 e OE-12 nao
sdo capazes de estimular a producdo de NO em macréfagos em repouso. Assim, além dos
OEs ndo se mostrarem capazes de induzir a producdo de NO pelos macrofagos também
inibem essa produgdo em macrofagos ativados, sugerindo assim que o efeito leishmanicida
observado independe da producédo de NO.
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Figura 15. Efeito dos OE-10 e 12 na producdo de 6xido nitrico (NO). Macrofagos peritoneais
murinos ativados ou ndo com LPS e IFN-y foram incubados na presenca ou auséncia de 1 e
50 pg/mL dos OE-10 e OE-12. A producéo de NO foi avaliada apds 48 horas de tratamento,
onde o sobrenadante foi recolhido e a producdo de NO foi mensurada pela concentracdo de
nitrito pela metodologia de Griess. Os resultados sdo apresentados em formato de “N fold”
em relacéo ao controle ndo-ativado.
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4.8 Atividade anti-amastigota na infeccdo de macrofagos in vitro de timol e guaiol

A fim de avaliarmos se os constituintes majoritarios dos OE-10 e 12, timol e guaiol,
respectivamente, eram responsaveis pelo efeito leishmanicida observado nos OEs, nos
verificamos a atividade anti-amastigota atraves da sobrevivéncia de formas intracelulares de
L.amazonensis in vitro. Nossos resultados demonstraram que o composto majoritario do OE-
10, o timol, nas concentragcfes de 0,01, 0,1 ¢ 50 pg/mL inibiram 22,3%, 39,9% e 46,2% a
sobrevivéncia dos amastigotas, respectivamente. Nao houve diferenca estatistica entre as
concentragdes testadas e novos testes devem ser feitos a fim de determinar uma curva de
concentracdo-efeito e 0 1Cs (Figura 16A).

A atividade anti-amastigota do composto majoritario do OE-12, o guaiol, mostrou ter
uma atividade dose-dependente, semelhante ao que foi observado no uso do 6leo essencial
bruto. As concentragdes 0,1, 1 e 50 pg/mL apresentaram, respectivamente, 20,8%, 60,1% e
75,6% de inibicdo da sobrevivéncia de formas amastigotas. A concentracdo capaz de inibir
50% dos parasitas intracelulares (1Csp) foi de 0,7 pg/mL. (Figura 16B). O DMSO 1% inibiu
13,7%.
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Figura 16. Efeito de timol e guaiol na sobrevivéncia de amastigotas de L. amazonensis em
macrdfagos in vitro. Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com
promastigotas (10p:1m) por 24 horas e posteriormente foram tratados com diferentes
concentragdes de timol ou guaiol por 24 horas. Resultados representam a média de trés

experimentos = SEM realizados em triplicatas. * p<0,05 1 ug/mL e 50 pg/mL em relagdo ao
DMSO.
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4.9 Ensaio Citotéxico

4.9.1 Viabilidade Mitocondrial de macréfagos tratados com timol e guaiol

Verificamos que a maior concentragdo de timol e guaiol testada de 100 pg/mL em
macrofagos murinos peritoneais, ndo foi capaz de alterar atividade das desidrogenases
mitocondriais das células. Nossos resultados mostraram que os macréfagos apos o tratamento
com timol e guaiol apresentaram 100 % e 99,2% de células viaveis, respectivamente. (Figura

17)
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Figura 17. Citotoxicidade de timol e guaiol para macr6fagos peritoneais murinos in vitro.
Macrdfagos foram incubados com 100 pg/mL dos por 48 horas a 37°C, 5% CO,. O DMSO a
1% foi utilizado como controle. A azida sddica a 1% foi utilizada como controle positivo. A
viabilidade foi medida utilizando o método de XTT. Os resultados sdo representativos de trés
experimentos realizados em triplicatas e expresso como percentagem de células vidveis.**
p<0,05 em relacdo ao DMSO.
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4.9.2 Integridade da Membrana citoplasmatica de macrofagos tratados com timol e
guaiol

Outro método utilizado para averiguar a citotoxicidade dos componentes timol e
guaiol para os macrofagos murinos foi o teste de exclusdo de azul de Trypan, Nossos
resultados demonstraram que os macréfagos tratados com timol e guaiol nas concentragdes
de 1, 10 e 100 ug/mL permaneceram vidveis em 92,9%; 94,3%; 90,1 e 88,6%, 88,6; 88%,
respectivamente, quando comparados ao controle ndo tratado e ao DMSO, indicando que o
timol e guaiol ndo sdo capazes de afetar a integridade da membrana celular em nenhuma das
concentragdes testadas. (Figura 18)
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Figura 18. Citotoxicidade do timol e guaiol para macréfagos murinos peritoneais in vitro.
Macrofagos foram incubados com 1, 10 e 100 ug/mL de timol ou guaiol por 24 horas a 37°C,
5% CO,. A viabilidade de membrana citoplasmatica da célula foi avaliada por meio do teste
de exclusdo do corante azul de Trypan. Os resultados representam trés experimentos
independentes realizados em triplicata expressos em % células viaveis.
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5 DISCUSSAO

No panorama atual, os farmacos utilizados para o tratamento das leishmanioses
apresentam inumeros problemas limitando seu uso, tais como: alto custo, severos efeitos
adversos, dificil administracdo, surgimento de cepas resistentes (BERMAN, 2003; SANTOS,
et al, 2008). Estes problemas vém incentivando pesquisas para o desenvolvimento de novos
agentes com efeito leishmanicida, que sejam mais eficientes, menos tdxicos e de féacil
administracdo (FAGHIHI & KIA, 2003; DEMICHELI, et al, 2004). Os 0Gleos essenciais
assim como seus componentes possuem um amplo espectro de efeitos farmacoldgicos, tais
como: fungicida (MESA ARANGO, et al, 2009), acdo anti-pasmoddica (BEZZERRA, et al,
2000), analgésica (MISHRA, et al, 2010), anti-inflamatoria (VERAS, et al, 2013),
antimicrobiana (NOGUEIRA, et al, 2007), acaricida (LEBOUVIER, et al, 2013), bacteriana
(BAHRI, et al, 2013), tripanossomicida (BORGES, et al, 2012), entre outros. Essas
propriedades tem sido atribuida a presenca de uma mistura de constituintes, onde o mais
abundante composto quimico sdo os terpendides, especificamente 0s monoterpenos e
sesquiterpenos.

Varios estudos in vitro e in vivo demonstraram a atividade leishmanicida de diversos
6leos essenciais de plantas e seus componentes majoritarios contra formas promastigotas e
amastigotas de diferentes espécies de Leishmania (UEDA-NAKAMURA, et al, 2006;
SANTIN, et al, 2009; MONZOTE, et al, 2007, 2010; OLIVEIRA, et al, 2009; ESCOBAR, et
al, 2010; SANTOS, et al, 2010; MEDEIROS et al, 2011; MACHADO, et al, 2012).

As atividades dos Oleos essenciais sdo geralmente atribuidas a presenca dos
componentes quimicos presentes, em nosso estudo, a composicdo quimica dos Oleos
essenciais de Lippia sidoides Cham. (OE-10) (Tabela 4) e Aloysia gratissima (Lippia
lycioides) (OE-12) (Tabela 5), foi extraida por hidro-destilagdo e analisada pelo método de
cromatografia gasosa, igualmente utilizado por MEDEIROS, et al, 2011 e CRAVEIROS,
1981. O timol (Figura 7B) foi identificado como o principal constituinte do OE-10, atingindo
cerca de 80% da sua composicdo, dados semelhantes foram encontrados em outros estudos,
como por exemplo: 78,37% (MEDEIROS, et al, 2010), 68,3% (OLIVEIRA, et al, 2009),
78,4% (BORGES, et al, 2012) e 84,9% (VERAS, et al., 2013). Outros quatro compostos
foram também detectados, ainda que em quantidades menores. Na outra espécie de Lippia
estudada, A. gratissinma (sin. L. lycioides), o guaiol (Figura 7A) foi identificado como o
principal constituinte do OE-12, atingindo 19,7% de sua composicao, porém, outros estudos
investigando a composicdo quimica do OE de A. gratissima obtiveram 15,84% de cariofileno
(GARCIA, et al, 2003) e 29,95% de sabineno (SOLER, et al, 1986) como seus componentes
majoritarios, em nosso estudo obtivemos 4% e 1,6% destes compostos, respectivamente. Em
um estudo com OEs de outras espécies, 30,2% de guaiol foi descrito como majoritario no OE
de Callitris neocaledonia, onde este dleo apresentou efeito fungicida (WAIKEDRE, et al,
2012) e 13.1% foi encontrado no OE de Calycorectes sellowianus que possui efeito anti-
inflamatério (APEL, et al, 2010), mostrando que este constituinte esta presente em 6leos
essenciais de plantas com algum tipo de efeito bioldgico.

A diferenca na quantidade dos componentes majoritarios encontrados nos 06leos
essenciais se mostra muito variavel, essas diferencas entre os rendimentos descritos por
outros grupos de pesquisa e aqueles obtidos por nosso grupo pode ser atribuida a fatores
como caracteristicas fisicas do solo, clima, idade da planta, época de coleta e didmetro da
arvore. Esses fatores tem sido amplamente descritos na literatura para ervas aromaticas, tais
variagbes podem dificultar a reprodutibilidade dos resultados obtidos, porém mesmo
apresentando diferencas quantitativas, eles mantém seu efeito qualitativo (VELASCO-
NEGUERUELA, et al, 1993; RIGAMONTE-AZEVEDO, WADT & WADT, 2004). De
qualquer forma, os OEs e seus constituintes sdo uma fonte alternativa para obtencdo de
substancias ou fitoterapicos para terapia de diversas doengas, inclusive da leishmaniose, o
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que nos estimulou a estudar a atividade leishmanicida de OEs dessas duas espécies de Lippia
bem como suas propriedades bioldgicas e de seus compostos majoritarios.

Em nossos estudos demonstramos que os OE-10 e 12 obtidos de Lippia sidoides e A.
gratissima (sin. L. lycioides), respectivamente, sdo ativos contra formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis. Conforme estudo anterior de MEDEIROS E
COLABORADORES (2011), OE de L. sidoides se mostrou efetiva contra formas
promastigotas, no entanto em nossa avaliacao, este OE-10 foi cerca de 2 vezes mais efetivo
contra formas promastigotas, quando comparado ao 1Cso/48h descrito em L. amazonensis por
MEDEIROS E COLABORADORES (2011). Ja no estudo utilizando L. chagasi, OLIVEIRA
E COLABORADORES (2009), obtiveram um efeito dose-dependente do OE de L. sidoides,
apresentando um ICso/72h em L. chagasi, 20 vezes menos eficaz que o ICso/72h de L.
amazonensis obtido em nosso estudo. Esta diferenca pode ser atribuida aos constituintes
presentes nos OEs e sua quantidade relativa, que pode variar mesmo dentro da mesma
espécie, dependendo das condicBes e o local de coleta, assim como a espécie de parasito
usado e as condi¢cOes experimentais. O OE-12 de A. gratissima (sin. L. lycioides), se mostrou
eficaz contra promastigotas de L. amazonensis, com 1Cs0/48 horas de 25,5 pg/mL préximo do
ICs0/48h da L. sidoides, que foi de 22ug/mL.

A analise da viabilidade dos macrofagos na presenca dos OEs 10 e 12 e, de seus
compostos majoritarios, timol e guaiol, mostrou que mesmo nas maiores concentracfes
testadas, nenhum dos compostos apresentou toxicidade para o macrofago, ndo alterando sua
atividade mitocondrial, tampouco a integridade de sua membrana citoplasmatica. O mesmo
efeito foi observado por MEDEIROS E COLABORADORES (2011) utilizando macrofagos
peritoneais murinos tratados com OE de L. sidoides e timol. Entretanto, RONDON E
COLABORADORES observaram que 6leo essencial de L. sidoides a 100ug/mL foi téxica
para cerca de 40% das células RAW 264.7, que pode ser explicado pela diferenca dos
constituintes encontrados, que é altamente variavel. A avaliacdo da capacidade fagocitica dos
macrofagos tratados também néo foi alterada mesmo na maior concentracdo testada de ambos
0s OEs 10 e 12.

O OE de L. sidoides e seu constituinte majoritario, timol, mostraram efeito anti-
amastigota em macrdfagos infectados com L. amazonensis, no entanto até as concentragdes
testadas, ndo conseguimos atingir indice inibitério acima de 50%, o que inviabilizou o
célculo do ICsp. Por outro lado, MEDEIROS E COLABORADORES (2011) demonstraram
um ICso de 34ug/mL do OE bruto para formas amastigotas intracelulares, mas nao
demonstraram 1Cs do timol para esse estagio de vida do parasito. Em nossos estudos novos
experimentos devem ser realizados para determinar os ICsso tanto do OE-10 quanto de seu
constituinte majoritario.

O OE-12 de A. gratissima e o constituinte guaiol, apresentaram uma atividade anti-
amastigota, de forma dose-dependente, com um ICs, igual, tanto para o OE-12 bruto como
para 0 seu constituinte majoritario, indicando que o guaiol por estar presente em maior
quantidade no OE-12, seja um possivel responsavel pelo efeito observado contra a forma
intracelular do parasito. Até o0 momento, nenhum estudo avaliou a capacidade anti-parasitaria
do OE de A. gratissima (sin. L. lycioides), os poucos trabalhos com este OE mostra efeito
fungicida e anti-viral (DELLACASA et al, 2003; GARCIA et al, 2003). O mesmo ocorre
com o guaiol, uma vez que ndo ha relatos de efeito anti-parasitario, apenas um estudo
mostrando a transformacgéo do guaiol por fungos em compostos que apresentam efeito anti-
bacteriano (CHOUDHARY et al, 2007). A analise do 1Csy de promastigotas e amastigotas,
nos mostra que o OE-12 apresentou atividade mais efetiva contra formas amastigotas em
comparacdo com as formas promastigotas, sugerindo um efeito especifico sobre as formas
intracelulares, que sdo as responsdveis pela manutencdo da infeccdo nos hospedeiros
vertebrados.

Considerando a inibicao da sobrevivéncia dos amastigotas nos macrofagos infectados
tratados com os OEs 10 e 12, nds decidimos investigar se essas formas intracelulares eram
capazes de romper o macrofago e se diferenciarem em formas promastigotas de L.
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amazonensis. Este ensaio mostrou que nos macrofagos infectados e tratados os amastigotas
ndo conseguiam se diferenciar em promastigotas, nds observamos um percentual de morte de
76,5% do OE-10 e 87% do OE-12 na concentracdo de 2ug/mL, indicando assim que o0s
amastigotas presentes nos macrdfagos tratados estavam inviaveis.

Uma vez que observamos uma diminui¢do na sobrevivéncia dos amastigotas e uma
menor viabilidade dessas formas, n6s avaliamos se o efeito microbicida observado nos
macrofagos tratados com os OEs 10 ou 12 poderia ser via modulacdo da producdo de NO, ja
que esse € um importante mecanismo microbicida utilizado pela célula para eliminar o
parasito no interior do fagolisossomo (SAKS & ANDERSON, 2004). Nossos resultados
demonstraram que a inibicdo da sobrevivéncia de formas amastigotas independe da
modulacédo da producdo de NO pelos macréfagos. Ao contrario, os OEs inibiram a producéo
de NO nos macrofagos ativados, diferente do que foi observado por UEDA-NAKAMURA
(2006), onde macrofagos peritoneais murinos infectados ou ndo por L. amazonensis, pré-
tratados e pds-tratados ou ndo com o Gleo essencial de Ocimum gratissimum, o qual apresenta
0 eugenol como seu composto majoritario, foram capazes de estimular a producdo de NO
comparado ao controle ndo tratado e ndo infectado com o parasito. De forma semelhante, o
6leo essencial de Croton cajucara, rico em linalool, aumenta em 60% a concentracdo de NO
em macrdfagos infectados (SOCORRO et al, 2003). No entanto, diversos estudos sobre
produtos naturais com efeito leishmanicida, tem mostrado que muitos desses produtos sao
ativos contra o parasito, sem necessariamente envolver o mecanismo de producdo de NO
(SOARES et al, 2007; MARTIN-QUINTAL et al, 2010; DANELLI et al, 2009; FERREIRA
etal, 2011)

E sabido que os constituintes terpénicos sdo responsaveis pelas caracteristicas
hidrofobicas dos OEs, que permite que estes permeiem livremente as membranas celulares e
matem os parasitos, afetando vias metabdlicas e organelas (BURT et al, 2005; BAKKALI et
al, 2008; KNOBLOCH et al, 1989). A auséncia de modulagdo da atividade microbicida dos
macrofagos pela producdo de NO, sugere que um possivel efeito direto dos OE-10 e 12 deva
ser investigado, uma vez que ja foi comprovado que 6leos essenciais sdo capazes de causar
alteracBes ultraestruturais, gerando lesdes na mitocondria, cinetoplasto, ndcleo e flagelo de
promastigotas de Leishmania sp., além da capacidade de alterar sua divisdo celular
(SANTQOS, et al, 2010; MEDEIROS, et al, 2011; UEDA-NAKAMURA et al, 2006). No
entanto, apesar de ndo se observar a modulagéo da producgdo de NO, n&o pode ser descartado
gue outros mecanismos do macrofago possam ser modulados pelos OEs, como a producéo de
citocinas, producéo de ROS e a atividade da enzima arginase.

34



6 CONCLUSOES

Os dleos essenciais de Lippia sidoides Cham. e Aloysia gratissima (sin. Lippia
lycioides) e seus componentes majoritarios timol e guaiol, apresentaram efeito anti-
Leishmania amazonensis in vitro;

Os oleos essenciais de L. sidoides e A. gratissima apresentaram efeito anti-
promastigota e anti-amastigota, porém o Gleo essencial de A. gratissima de forma
dose dependente;

Os compostos majoritarios timol e guaiol apresentaram efeito anti-amastigota;

N&o foi observado toxicidade para as células hospedeiras como demonstrado pela
atividade mitocondrial e a integridade da membrana ap6s tratamento com os 6leos
essenciais e 0s dois compostos testados neste estudo;

Oleos essenciais de L. sidoides e A. gratissima ndo alteraram a capacidade fagocitica
da célula hospedeira;

O efeito anti-Leishmania amazonensis dos 6leos essenciais testados € independente da
producdo de 6xido nitrico.
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