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Resumo

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas deemataronica provocadas por parasitos
intracelulares obrigatérios do génekeishmania que podem causar lesdes dérmicas ou,
dependendo da espécie do parasito, podem tambémetrodrgdos internos tais como
figado, baco e medula O6ssea. As opc¢les de tratanuesponiveis para a leishmaniose
apresentam problemas envolvendo a eficacia alémumeeros efeitos colaterais e casos de
resisténcia relacionados aos principais farmagsn tem incentivado a pesquisa de novos
agentes com caracteristicas leishmanicidas, qesemem menos efeitos colaterais. Assim, a
utilizacdo de produtos naturais, derivados de ptantedicinais, vem despertando o interesse
de pesquisadores para a busca de tratamentos atiltesp principalmente, para a
leishmaniose cutanea. Alguns 6leos essenciais mpastos isolados, obtidos de plantas, tém
mostrado, em ensaios experimentais, efetiva a¢gglamanicida, o que faz desses compostos
opcOes promissoras no tratamento da leishmanidéeeaiNo presente trabalho avaliamos,
in vitro, a atividade leishmanicida e a citotoxicidade derentes Oleos essenciais como:
Citrus limon, Citrus aurantium, Eucalyptus globuluEndlicheria bracteolatae do o-
bisabolol contra promastigotas e amastigotas ialinberes delL. amazonensisN0OSs0s
resultados demonstraram que todos os 0leos essepesquisados apresentaram atividade
leishmanicida contra as formas promastigotas. Al&so, 0 6leo essencial &e bracteolata

e 0 o-bisabolol demonstraram uma excelente atividadetr@oas formas amastigotas
intracelulares, o que indica serem estes, comp@storissores para o desenvolvimento de

um tratamento alternativo para a leishmaniose eatan

Palavras-chave:Leishmania amazonensiantas, 6leos essenciais, atividade leishmamicid



Abstract

Leishmaniasis are a group of chronic diseases damg@n obligate intracellular parasite of
the Leishmaniagenus. These parasites can cause skin lesiome@ending on the parasite
species, can also affect internal organs suchvasg kpleen and bone marrow. Leishmaniasis
treatment have several issues that involves lacleftdctiveness due to cases of drug
resistance, and numerous side effects. These pnebf@ave encouraged the search for new
anti-leishmanial compounds. Therefore, the useabfimal products, derived from medicinal
plants, has raised the interest of researcherfianquest for on alternative treatment for
cutaneous leishmaniasis. Some essential oils @tézbcompounds obtained from plants have
shown, an effective anti-leishmanial action in expental studies, making these compounds
promising options for the treatment of cutaneoushl@aniasis. For this reason, the present
study has evaluated the anti-leishmanial activitg aytotoxicity of the following different
essential oilsCitrus limon Citrus aurantium Eucalyptus globulusEndlicheria bracteolata
and a-bisabolol. The activity against promastigotes aimdracellular amastigotes of
Leishmania amazonensigas testedn vitro. Our results showed that all essential oils above
showed anti-leishmanial activity against promasegoThe essential oil &. bracteolataand
a-bisabolol showed also an excellent activity agaimsacellular amastigotes, indicating that
they are promising compounds for the developmeranoélternative treatment for cutaneous

leishmaniasis.

Keywords: Leishmania(Leishmaniqa amazonensjsplants, essential oils, leishmanicidal

activity.
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1.1 Leishmaniose — consideracdes gerais

As leishmanioses sdo doencas endémicas que oenstiim grave problema de
saude publica, ameacando cerca de 350 milhdessdegseem 88 paises (Newtsal 2009
apud Reguerat al 1998). No Brasil, a incidéncia desta doenca dg01® 2005 foi de
aproximadamente 19 casos em cada 100 mil indivicserslo quase 90% destes casos de

forma cutanea (Neve=t al. 2009).

As leishmanioses sdo causadas por parasitosehtlta®s obrigatérios, pertencentes a
ordem Kinetoplastida (Honigberg, 1963, emend. Miolen, 1976), familia
Trypanosomatidae (Doflein, 1901, emend. Grobber6),Qénerd_eishmania(Ross, 1903),
0S quais sdo transmitidos aos hospedeiros vertebrpdr insetos flebotomineos. Esses
parasitos apresentam-se principalmente sob as doramaastigotas nos hospedeiros

vertebrados e promastigotas nos hospedeiros itwades.

Segundo Lainson e Shaw (1987) as diferencas de artenpento dos parasitas no
organismo do inseto vetor permitiram a divisdo @oegolLeishmaniaem dois subgéneros: o
subgénerd/iannia (Lainson e Shaw, 1987), o qual engloba parasiessg desenvolvem no
intestino posterior do inseto vetor, e o0 subgéheishmania(Safjanova, 1982), englobando
as espeécies que se desenvolvem no intestino antBildoNovo Mundo sdo reconhecidas
algumas espécies deeishmaniapertencentes a esses dois subgéneros, responpalass
leishmanioses (Lainson e Shaw, 1987 e 1992):

Subgénerd.eishmania

Leishmania chagastunha e Chagas, 1937

Leishmania mexicanBiagi emend Garnham, 1962

Leishmania pifanoMedina e Romero, 195mend Medina e Romero, 1962
Leishmania hertigHerrer, 1971

Leishmania amazonendisinson e Shaw, 1977

Leishmania venezuelen®snfante-Garrido, 1980

Subgénerd&iannia

Leishmania braziliensi¥ianna, 191kmendMatta 1916
Leishmania peruvian&elez, 1913

Leishmania guyanensioch, 1954

Leishmania panamendisinson e Shaw, 1972

Leishmania lainsonbilveira e cols. 1987

14



Leishmania naiffLainson e Shaw, 1989
Leishmania shawliainson e cols. 1989
Leishmania colombiensksreutzer e cols. 1991

Leishmania lindenberdsilveira e cols. 2002

Os vetores das leishmanioses sdo fémeas de pequip@sos que possuem
caracteristicas especificas como, o0 corpo revegtimocerdas e coloragdo clara (castanho
claro ou cor de palha). Séo facilmente reconhesipelo seu comportamento ao voar em

pequenos saltos e pousar com as asas entreab&®az003).

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas dmtthenineos fazem seu repasto
sanguineo em mamiferos infectados e ingerem mao®fgparasitados por formas
amastigotas delLeishmania No intestino médio do vetor ocorre o rompimentos d
macrofagos liberando as amastigotas que se difarerem formas flageladas denominadas
de promastigotas prociclicas. Essas formas secaeplintensamente por divisao binéaria e
através do processo de metaciclogénese diferersganem formas promastigotas
metaciclicas, que migram para a probdscide dodnsetior (SVS, 2003; Sacks & Perkins,
1985). Assim, durante um novo repasto sanguinsasdermas infectivas sao transmitidas a
um novo hospedeiro. No novo hospedeiro, sédo faapbast por células do sistema fagocitico
mononuclear, especialmente macréfagos. A partir @iinterior do macréfago, dentro do
fagolisossomo, as promastigostas transformam-seamastigotas e multiplicam-se até o
rompimento da célula, liberando as amastigotassguéo fagocitadas por outros macrofagos
(Murray et al.,2005; MS, 2003).

As manifestacdes clinicas da doenca dependemtelagies complexas relacionadas
ao parasito, a resposta imunologica e a genéticahalpedeiro, entre outros fatores
(Handman, 2002). Como consequéncia temos um espiztefeitos que podem variar desde
infeccbes assintométicas ou subclinicas a lesddggade mucosas, até o envolvimento
generalizado do sistema fagocitico mononuclearkSeical. 1993; Pearson & Souza 1996).
Em funcdo do carater espectral da doenca, varrasafclinicas estdo incluidas no termo
leishmanioses, mais notavelmente as leishmaniagésea, mucosa e visceral que resultam
respectivamente da replicacdo dos parasitos rergstinfomonocitario da derme, da mucosa
oronasofaringea e de forma sistémica, respectivienfelerwaldt, 1999). Em todas as formas
clinicas, os macrofagos sé@o os principais alvosegéicacao intracelular do parasito e a

clinica da doenca é determinada tanto pela respustainflamatéria do hospedeiro quanto
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pela espécie do parasito e a infeccao tecidualspemge é caracteristica da leishmaniose
(Murray et al.,2005).

A forma cutanea da leishmaniose é a mais comuepresenta 50 a 75% dos novos
casos registrados. Noventa por cento desses aaisweas ocorrem no Afeganistao, Algéria,
Brasil, Iran, Pera, Arabia Saudita e Siria. A formacosa, uma forma secundaria das lesdes
cutaneas, que pode destruir as mucosas das vessagdigestivas superiores, encontra sua

maior frequéncia no Brasil, seguido da Bolivia edR&VHO, 1998).
1.2 Tratamento

No inicio do século passado, mais precisamente3B, IGaspar de Oliveira Vianna,
observou que o antiménio trivalente {§bo tartaro emético, era eficaz na terapéutica da
leishmaniose tegumentar. Depois de alguns ano#iglw foi confirmada a eficacia deste
farmaco no tratamento da leishmaniose visceralrekamto, devido aos graves efeitos
colaterais téxicos, associados ao emprego de dagtagético, este foi sendo substituido pelo

antiménio pentavalente ($p

Em 1920, Bramachari desenvolveu o primeiro compastdbase de antimdnio
pentavalente, o uréia estibamina, um derivado aréda acido p-aminofenil estibinico. Em
1936, Schmidt introduziu na terapia médica o glatorde antiménio pentavalente sédico,
conhecido comercialmente como Pentostam® (GlaxaojreEanto, foi durante a Segunda
Guerra Mundial, que surgiu na Franca um medicamaigmativo, o antimoniato de N-metil
glucamina, comercializado como Glucantime® (Aventis antimoniato de meglumina (Rath
et al.,2003).

Até hoje pouco se sabe sobre o mecanismo de ag@ardionbnios, embora haja
indicios de que o antimdnio trivalente {Sbseja substancialmente mais potente do que o
antimonio pentavalente ($pcontra formas promastigotas e amastigotas dsipar&studos
sugerem que o antiménio pentavalente’}Seja uma pré-droga que, quando convertido em
antimonio trivalente (Sh) por uma conversdo metabélica intramacrofagieasforma-se em
droga ativa (Rattet al, 2003). Assim o antimonio trivalente (§bagiria interferindo nos
processos bioenergéticos do parasito. O farmaesféené no processo de [3-oxidacdo dos
acidos graxos e glicolise do parasito, levando aa umeplecdo dos niveis de ATP
intracelulares (Mishrat al,2009). Contudo, o maior problema associado ®itereom o0s

antiménios esta relacionado a sua toxicidade esmtéacia adquirida a estes farmacos.

Acredita-se que alguns mecanismos moleculares slstérecia ocorram por interferéncia
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durante o processo de reducdo deste fArmaco da fpemtavalente ($b para a forma
trivalente (SB') (Gourbalet al.,2004). No entanto, ainda hoje, as principais dsdgdicadas
para o tratamento da leishmaniose sdo o0s antinsop@itavalentes. Farmacos de segunda
escolha como a anfotericina B e a pentamidina $#imados como tratamento em alguns
casos (Monzote, 2007; Amagb al, 1998; Herwaldt & Berman, 1992; Gade#taal, 1990).

A anfotericina B é um antibiético macrolideo, rouittilizado como antifungico. Seu
mecanismo de agdo baseia-se na sua afinidade cesteydides, principalmente ergosterol,
formando poros aquosos na membrana celular. Estes ffazem com que a célula perca
ions, levando a lise celular (Brajtbuey al, 1996). Ja a pentamidina € um antiprotozoario
cujo o mecanismo de acao parece envolver a inildo&oansporte de arginina e também, por
sua capacidade de ligar-se ao DNA do parasito,goando assim, desintegracao e colapso da

membrana mitocondrial (Bragt al., 2003).

Embora o tratamento com o antimonial pentavalegjte rs|a maioria das vezes efetivo
e indicado, algumas desvantavens devem ser coadaer tais como: o modo de
administracdo parenteral, a longa duragédo e cust@do do tratamento, a toxicidade, a
contra indicacdo para cardiopatas e nefropatasirdwacdo de resisténcia nos parasitos
(Mayrink et al, 2006; Groglet al, 1989). Essas desvantagens também ocorrem com as
drogas de segunda escolha, o que determina quemaisttacdo das mesmas seja
cuidadosamente monitorada por servicos médicogiadipados.

Devido a todas essas desvantagens e dificuldadésatamnento com as principais
drogas, tem havido um crescente interesse na liesgavos agentes com caracteristicas
leishmanicidas que apresentem menos efeitos @ité@Chan-Bacab & Pefia-Rodriguez,
2001, Morale-Yustet al, 2010). Com isso, houve um maior desenvolvimeatpesquisa de
produtos naturais com atividades contra protozearidesse sentido, algumas plantas
comecaram a ser utilizadas no tratamento de algudnascas, principalmente doencas
cutdneas como a leishmaniose cutadnea (Mongotal., 2007). O crescente interesse
cientifico no estudo e avaliacdo de plantas utliganas preparacdes de remeédios populares
forneceu a medicina moderna uma grande variedadeilttancias eficazes que podem ser

utilizadas para o tratamento de doencas parasitMianzoteet al, 2007).
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1.3 Produtos de origem vegetal

Os produtos de origem vegetal fazem parte da didhomem desde os primérdios
como fonte de alimentos, de materiais para o vaet@aainda como meio restaurador da
saude. Contudo, nos dias de hoje, eles represent@muma alternativa dentre as diversas
fontes de insumos necessarios a existéncia dadsole@etendo como principal vantagem o
fato de serem renovaveis. Além disso, numerosodupse de origem vegetal tém sido
empregados na medicina popular, como tentativactrate das mais diversas doencas

como, bronquites, pneumonia, Ulcera e diarréia életral, 2006, Schenkadt al, 2004).

Em todo o mundo, o uso de plantas medicinais aindé&ibui de forma significativa
para os cuidados primarios a saude. No Brasil, memno significativo de plantas tem sido
utilizado na forma de extrato bruto, infusdes oupkastos no tratamento de infeccdes
comuns, embora, existam poucas evidéncias cieagiiomprovando a eficacia dos mesmos.
Contudo, a medicina tradicional ainda é amplameuitzeada por pessoas que vivem no
interior do pais. Sob este aspecto, verifica-se ajd@oterapia vem crescendo no Brasil,
ganhando importancia econémica devido a sua pogatle como alternativa nos cuidados
com a saude (Limet al, 2006).

No inicio do século passado, os produtos de origegetal comecaram a ser
estudados e estabeleceu-se uma tendéncia naqgdtdiztas substancias ativas isoladas, os
chamados “principios ativos”. A partir dos anos 8flificuldades como o lento
desenvolvimento e alto custo para se chegar aopamntes ativos, devido aos processos
trabalhosos para a separacdo e purificacdo dosutpsodhaturais e para a sua elucidacao
estrutural em busca de novos farmacos, foram seitdmpassadas. Através de avangos
técnicos significativos, tanto no desenvolviment® streening como nas técnicas de
isolamento e elucidacdo estrutural, estes novosduogtpermitiram, em pouco tempo, avaliar
um nuamero elevado de amostras quanto a atividablee salvos especificos, enzimas,
receptores, determinadas células ou organismo. Gendelvimento de técnicas
cromatograficas e técnicas de elucidacdo estrutpaaticularmente relacionados com a
ressonancia magnética nuclear (RMN) e com a egpeetria de massas (EM), também tém
sido considerados como capazes de acelerar a abtdegqiovos prototipos e tornar mais facil
e rapida as tarefas que condicionavam um lentondes@mento dos projetos (Schenkedl
al., 2004).

Novas possibilidades analiticas, como a analiséletes volateis através da aplicacéo

da cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaagsas (CG/EM) e uso de técnicas
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combinadas, como a cromatografia liquida de aitaéetia (CLAE/EM) e (CLAE/RMN),

permitiram maior rapidez na busca de novas sulisgativas e na obtencao de informacdes
preliminares sobre constituintes em amostras co@gplerlais tecnologias tém determinado o
ressurgimento do interesse na investigacdo de ®daturais como possiveis fontes de

novos protoétipos (Schenket al, 2004).
1.4 Oleos Volateis

Os oOleos voléateis, também denominados 6leos dagenaeos etéreos ou esséncias,
sdo misturas complexas de substancias volateddiligas, geralmente odoriferas e liquidas
que sao obtidos de partes de plantas. A desigriecateos deriva de algumas caracteristicas
fisico-quimicas principalmente por serem liquidos a@paréncia oleosa a temperatura
ambiente. Entretanto, sua principal caracteristica volatilidade, diferindo-se, assim, dos
Oleos fixos, mistura de substancias lipidicas, doisti geralmente de sementes. Outra,
importante caracteristica, € o aroma agradaveleaso da maioria dos oOleos volateis, sendo,
por isso, também chamados de esséncias. Eles Is&eis@m solventes organicos apolares,
como éter, e recebem por isso a denominacao de éléreos. Em geral, os 6leos volateis ndo
sdo muito estaveis principalmente na presenca,dezarcalor, umidade e metais (Simdes &
Spitzer, 2004).

Os constituintes dos Oleos volateis variam desdeet®s ou terpendides, alcodis
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendisress éteres, Oxidos, perdxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas, até conmgoston enxofre. Na mistura, tais
compostos apresentam-se em diferentes concentragdemrmalmente, um deles € o
composto majoritario e 0s outros estdo em menagesed ou até mesmo em baixas
quantidades (Simdes & Spitzer, 2004).

Os oleos volateis podem estar estocados em diésrguatrtes das plantas, tais como:
flores, folhas, cascas dos caules, madeira, rdizegs ou sementes. Embora, qualquer parte
de uma planta possa acumular 6leos volateis, a asig§w destes pode variar segundo sua
localizacdo. Além disso, dependendo da época adacalondi¢des climaticas e tipo de solo
pode haver variacdo significativa na composicaonga de um Oleo volatil, extraido do

mesmo 6rgdo de uma mesma espécie vegetal (SimSeger, 2004).

Alguns dos metabdlitos obtidos a partir de plantase podem ser utilizados no
tratamento de doencas causadas por protozodrasern os alcaldides, as quinolonas e 0s
terpendides (Chan-Bacab & Pefia-Rodriguez, 2001imiQamente, a grande maioria dos
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Oleos volateis é constituida de derivados fenilangides ou de terpendides, sendo este

altimo predominante (Simdes & Spitzer, 2004).

Recentes trabalhos publicados com 6leos essemnelaiam a sua atividade bioldgica
e/ou de seus compostos majoritarios isolados, @gmutozoarios. Em estudo publicado por
Ueda-Nakamura e colaboradores em 2006, foram derados os efeitos do 6leo essencial
de Ocimum gratissimumcontra formas amastigotas e promastigotas Leéeshmania
amazonensiOs resultados dos experimentiosyitro, demonstraram que parasitos incubados
com 100ug/ml desse oOleo foram totalmente destruititmnzote et al., (2007), também
evidenciaramjn vitro, a atividade do 0leo essencial @aenopodium ambrosioideontra
Leishmania donovaniOutrostrabalhos semelhantes mostram a atividade leistumando
Oleo essencial dartemisia absinthiumEchinops keberichéTariku et al, 2011) e dd.ippia
sidoides Cham(Medeiroset al, 2011). Tais resultados demonstram que 0s OlesEneiais,
derivados de plantas, representam fontes promgssgeraompostos que poderao, futuramente,
serem empregados como tratamento alternativo gank@niose cutanea. E em razao da
limitada disponibilidade de medicamentos eficaaanaioria das pessoas que vivem em areas
onde a doenca € endémica dependem em grande @ar&tasnentos realizados pela medicina
tradicional e popular (Monzotet al, 2007). Com isso, investimentos nesta area tornan-se
importantes para o conhecimento e obtencdo de ien@tdma ou o desenvolvimento de

outras classes de substancias ativas com maiacefie menos efeitos colatérais.
1.5 Terpenos

Como citado anteriormente, os terpenos sdo congpdiptfilicos que formam uma
diversificada classe de substancias derivadasategsl (Morale-Yuste, 2010, Sikkema, 1995)
e constituem a maior familia de produtos natutais.nimero superior de 22.000 compostos
desta classe estdo descritos na literatura, e enolde estruturas definidas tem duplicado a
cada década, desde 1970 (McGarvey, 1995). O tezrpertos € empregado para designar
todas as substancias cuja origem biossintéticaalde unidade de isopreno (Farmacognosia,
2004). A unidade isoprénica, por sua vez, origmaas partir do acido mevalénico. O
mevalonato é entdo convertido em isopentenil-pgfato (IPP), a unidade basica na
formacdo dos terpenos. A polimerizacdo do mevatomat originar moléculas de cadeias
carbonadas crescentes de cinco em cinco atomoarbleno (G). A molécula de IPP e seu
isdmero dimetilalil-pirofosfato formartrans-geranil-pirofosfato, a partir do qual se formam
os demais terpenos. Os principais terpenos formaédos os monoterpenos (L que sao

formados a partir do acoplamento de duas unidaelésogreno e os sesquiterpenog|Que
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sao formados a partir da montagem de trés uniddelesopreno. Os terpenos que contém

oxigénio sdo chamados de terpendides (Balkkall, 2008; Farmacognosia, 2004)

Os terpenos possuem diversas fungdes nas plantas, @or exemplo, hormonios
(giberelinas, acido abscisico), pigmentos fotosgsicws (fitol, carotendides), carreadores de
elétrons (umbiquinona, plastoquinona), mediador@s aonstrucdo de polissacarideos
(poliprenil fosfatos) e componentes estruturaisraembranas (fitosterdis) (Harbone, 1991).
Eles também possuem inumeras atividades biologmaso, acdo antiinflamatoria,

bactericida, antiparasitaria, entre outras (Bez&089; Baghalian, 2010).

A caracteristica lipofilica dos terpenos facilitsw@a penetracdo na bicamada lipidica
de membranas celulares e, consequentemente, estg®stos podem produzir alteracdes
importantes nas células e na estrutura da membmitoaondrial de diferentes patdgenos,
modificando assim, sua integridade e permeabiliditbgales-Yusteet al., 2010, Burt, 2004.
Sikkema, 1995). A interacdo dos terpenos com ashreras celulares provoca alteracdes na
organizacdo da cromatina nuclear e do cinetopksttripanosomatideos, gerando também
um aumento de volume da mitocondria, que pode learasitos como keishmaniaa morte
(Morales-Yusteet al, 2010).

1.5.1Matricaria chamomilla — a-bisabolol

O ch&a de camomila é utilizado em varios paisesocbébito alimentar. Entretanto,
suas propriedades medicinais somente comecarameauseladas ha trinta anos (Bezerra,
2009). Em paises europeus, o cha de camomila éarapte empregado na medicina popular
no tratamento de doencas inflamatdrias, febrestéiia e por suas propriedades sedativas.
Muitas propriedades medicinais desta planta sdlouédas ao seu 6leo essencial. O 6leo de
camomila possui um alto teor de bisabolol que podswersas atividades farmacoldgicas
como, acao antiinflamatoria, analgésica e bactei@iHojatiet al, 2010; Gomes-Carneiret
al.,2005).

O a-bisabolol é um alcool sesquiterpeno encontraddlaeo essencial dilatricaria
chamomilla e, devido ao seu odor agradavel e propriedadesataiogicas, tem sido
amplamente utilizado na industria de dermatologiapeeparacdes cosméticas como, cremes
pés-barba, cremes para as maos, lo¢cdes para o, a@podorantes entre outros (Gomes-
Carneiro, 2005). Além disso, segundo Kadir & Bafi®91) o a-bisabolol é capaz de
aumentar,in vitro, a penetracdo epidérmica de drogas. Estes achamtosboram os
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resultados de Brehm-Stecher & Jonson (2003), nd gs& sesquiterpeno demonstrou
atividade contra uma grande variedade de agentegmacos. Estes autores descreveram o
aumento da permeabilidade de células bacteriamascpaos compostos quimicos exogenos,
incluindo compostos antimicrobianos na presenchaibeas concentracdes de bisabolol. Esta
descoberta pode ser importante para aumentar etiilstade de bactérias aos antibidticos e

a compostos antimicrobianos.

Em estudo recente foi demonstrada a atividadértesicida doo-bisabolol contra
formas promastigotas desishmania infantuniNesse estudo, foram testadas 16 concentracdes
diferentes dex-bisabolol e o resultado da atividade leishmanicidiatra o parasito foi igual
ao obtido com a pentamidina, um dos medicamenliaado no tratamento da leishmaniose.
Os valores de inibicdo do parasito obtidos forammedeantes entre os dois compostos
(Morales-Yusteet al., 2010).

1.5.2Citrus aurantium e Citruslimon - limoneno

A laranja e o limdo sédo pertencentes a familiaRdéaceae,génerocitrus e séo
divididas em varias espécies, que sado caracteszpda suas variabilidades botanicas.
Embora, o suco da laranja e do liméao seja o prah@poduto comercial destas frutas, seus
Oleos essenciais também sdo explorados, principgmpela industria de alimento e
cosmético (Lotaet al, 2002). Somado a isso, a casca da laranja cdné@méncia abundante
e varias substancias que sao processadas pareercabtde 6leos essenciais utilizados

comercialmente (Qiaet d., 2008).

O limoneno é um monoterpeno que pode ser encongradama variedade de plantas,
principalmente plantas citricas como, liméo e I[@asendo ele 0 composto majoritario dos
Oleos essenciais destas plantas (Ferrainal, 2008; Lotaet al, 2002). Estas plantas
possuem propriedades naturais de defesa comojcidaste antimicrobicidas, que estéo
associadas a acdo do limoneno (Arruela al., 2009). A eficAcia em promover a
permeabilidade percutdnea de certos medicamentasgcteristica muito importante
relacionada a varios terpenos, também pode servalosecom o limonenaZhao & Singh,
1999. Além das propriedades naturais, propriedademdenldégicas também ja foram
associadas a este terpeno como, atividade badgeramtifingica entre outras (Filipowiet
al., 2003).
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Em trabalho publicado por Arruda eols em 2009 foi avaliada a atividade
leishmanicidajn vitro ein vivo, do limoneno. Nos experimentwosvivo 0s autores utilizaram
tratamento topico com pomada contendo 10% de limmeen camundongos infectados com
Leishmania amazonensiQ tratamento induziu a cura de 67-87% dos camugwonOs
autores sugerem que a razdo da variacao de resposttamento, ndo uniforme em todos os
grupos tratados, ocorreu devido a possiveis difaserwomportamentais nos animais. Uma
hipotese seria a retirada da pomada por friccdospmioprios camundongos, interrompendo
antecipadamente o tratamento, o0 que poderia teremdfiado na reducdo de absorcdo do
farmaco e consequentemente na auséncia de cucadatodos os grupos. Os experimentos
in vitro demonstraram que a atividade leishmanicida do lenonem culturas de macréfagos
infectados pol.. amazonensjsassim como em cultura com formas promastigotaysé-
dependente. A concentracdo capaz de inibir o cnesto de parasitos em 50% no ensaio
com formas promastigotas foi de 49uM. No ensaio fmmas amastigotas intracelulares, foi
necessario uma concentracdo de 200uM de limonandBpaoras, para a reducédo de 52% nos
nameros de parasitos. Além disso, neste mesmolthmgba atividade leishmanicida do
limoneno foi testada com sucesso contra formas @stigotaslLeishmania chagase

Leishmania braziliensis

1.5.3Eucalyptus globulus - 1,8 — cineol

O géneroEucalyptuspativo da Austrélia, pertencente a familiaMtigtaceaee € uma
das plantas mais cultivadas em todo o mundo, cois tea700 espécies. No entanto, menos
de 20 espécies foram exploradas para a produc@bedeessencial (Elaissi, 2010, Maciel,
2010). O dleo essencial &eicalyptugpossui propriedades bactericida, antiviral e angfca,
além de uma longa histéria de uso contra os efeitosesfriados, gripes, rinites e sinusites
(Sadlon, 2010). Este 6leo essencial € classificadw 6leo medicinal, destinado a fabricacao
de produtos farmacéuticos como, inalantes, estmesade secrecdo nasal, produtos de
higiene bucal ou simplesmente utilizado como fleaarte em medicamentos. A principal

espécie produtora deste tipo de 6leo no BrasiEaaalyptus globuluéSiqueiraet al, 2007).

Assim como em outros 6leos essenciais brutos,emistumerosos componentes que
podem contribuir para os efeitos antimicrobianaoeisdos a esse 6leo essencial como, 1,8
cineol,a- pineno, canfeno, limoneno, entre outros. O cotgpoejoritario desse 6leo € 0 1,8
cineol, um éter monoterpénico (Bakkalial, 2008). Entretanto, o percentual deste composto

varia dependendo da espécie da planta (Hendry)2B&0fse tratar de uma mistura complexa
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constituida por muitos compostos, os 0leos esgsnm@a apresentam um mecanismo de acao
totalmente elucidado. Alguns mecanismos sugeridosg¢a desnaturacao protéica, a inibicdo
enzimética e a desintegracdo da membrana, sdo adgdas alteracdes que podem ser

responsaveis pelos seus mecanismos de acao catigepos (Siqueiret al, 2007).

Além das propriedades bactericida, antifngicastieais associadas déucalyptus
outras atividades biolégicas ja foram atribuidasste género, como a atividade larvicida
contraAedes aegypte Aedes albopictugChenget al, 2009). Outra atividade inseticida foi
descrita por Maciel e colaboradores em 2010, cdatvas e ovos deutzomyia longipalpis,

o principal vetor da leishmaniose viscelastes estudos demonstraram que o 6leo essencial
de E. globulusfoi capaz de inibir 92.73% da eclosdo dos ovosreir 100% das larvas
dessa espécie de flebotomineo. O uso de plantasthanades inseticidas possui beneficios
sobre o uso de produtos sintéticos. Os insetiand@israis sdo obtidos a partir de recursos
renovaveis e sado rapidamente degradados ndo deixasiluos téxicos no ambiente, além
disto, tem sido observado que os insetos néo ape@seesisténcia aos inseticidas naturais, 0
que é observado com o uso de inseticidas sintéfi¢asiel et al., 2010).

1.5.4Endlicheria bracteolata - Guaiol

A Endlicheria bracteolat& uma espécie da familia dasuraceae e até hoje, ndo ha
relatos na literatura sobre a atividade de seu éésencial e nem dos compostos presentes
neste Oleo. Entretanto, algumas espécies da memsmidiaf ja tiveram alguma atividade
biologica relatada contra patégen@cotea odoriferaespécie da familia ddsauraceae,
possui atividade antifungica (Yamaguehial.,2010) e também atividade conBsmodium
sp (Botsaris, 2007). Outra espécie ©etea duckegque possui constituintes com atividade

contra formas promastigotas dechagasie L. amazonensi@onteet al, 2007).

A identificacdo e caracterizacdo dos constituini@sleo essencial de. bracteolata
foi possivel gracas a aplicagdo de técnicas comaroanatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) (Scheakall, 2004). Além da caracterizagdo quimica

foi possivel fazer uma correlacéo entre a sua ceipdo e suas propriedades bioldgicas.

A analise do Oleo essencial de barcteolatademonstrou a presenca de varios
compostos, entre eles, o guaiol que esta em maiaceatragdo. O guaiol € um &lcool
sesquiterpénico presente em varias espécies dmgl&oi descrito na literatura que alguns
Oleos essenciais, derivados de plantas confalaia lanigerae a Helitta longifoliata,
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possuem o guaiol como composto majoritario, e aptas uma potente atividade bactericida
deste composto (Choudhaey al, 2007). Através do estudo de suas propriedaddsgicas
saberemos se este Oleo essencial possui algumdadév contra parasitos do género

Leishmania
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Avaliar, in vitro, a atividade leishmanicida e a citotoxicidade die®s essenciais de
Citrus limon, Citrus aurantium, Eucalyptus globuyluEndlicheria bracteolatae do a-

bisabolol.
2.2 Objetivos especificos

* lIdentificar 0 composto majoritario e 0s principaismpostos, presentes em

menor quantidade, nos 0leos essenciais.

e Avaliar a atividade leishmanicida dos diferentesodl essenciais e do
bisabolol contra formas promastigotasd.@shmania amazonensis.

» Avaliar a citotoxicidade dos 6leos essenciais e-dbisabolol em culturas de
células de linhagem continua J774.G8.

* Avaliar a atividade leishmanicida contra formas stigatas intracelularesom
0s Oleos que apresentaram melhores resultados mszmog de I60 de

promastigotas de. amazonensis

* Avaliar as alteracdes ultraestruturais causadasoemas promastigotas de
amazonensigpelos Oleos essenciais que apresentaram melhesakados e
resultados intermediarios nos ensaios de&ol@e promastigotas dé.

amazonensis.

» Avaliar as alterac¢des ultraestruturais em célutainthagem continua J774.G8
infectadas ou ndo p&r amazonensis.tratadas com os 6leos que apresentaram
melhor atividade nos ensaios desdCde formas promastigotas de.

amazonensis.
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3. MATERIAIS E METODO S
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3.1. Parasitos

Foram utilizadas nos experimentos formas promatsisggdeleishmania amazonensis
cepa H21 (MHOM/BR/76/MA-76), isolada de um caso hom de leishmaniose cutaneo
difusa e mantida por passagens seriadas em cangoslenem meio de cultura LIBHIT
(Goncalves da Costt al, 1981).

3.1.1. Isolamento do parasito

Os parasitos utilizados nos experimentos forandodtde uma lesdo nodular néo
ulcerada de camundongos BALBI/c, purificados apggura do tecido infectado em um
homogeneizador Potter e mantidas em meio LIBHPRra garantir a caracteristica de
infectividade, foram utilizados parasitos provetgetie culturas com no maximo 6 passagens
in vitro. A utilizacdo de camundongos para a manutemcéivo da cepa de parasito utilizada
neste projeto, foi aprovada pela Comisséo de ptica uso de animais (CEUA) com licenca
namero 0001/07.

3.2. Cultivo celular

Foram utilizadas células de linhagem continua IFd4mantidas em garrafas de
cultura de 25cficom meio DMEM (Dubelcco’s modified Eagle’s médiuBigma, USA),
5% de soro fetal bovino (SFB; Sigma F301ggnicilina (10.000U/mL) e estreptomicina
(10.000ug/mL). Periodicamente, essas células erdimetidas a tratamento com tripsina
0,025% (Sigma, T8003) e EDTA 0,01% (Reagen) pamsgudesprendessem das garrafas e

fossem plagueadas em novas garrafas.

Parte das células utilizadas durante o experinfenaon criopreservadas para manter a
variabilidade genética original da amostra, asseglo resultados reprodutiveis e a
continuidade do estudo, além de, evitar perda oas@as devido a possiveis contaminagoes.

O Dimetil Sulfoxido (DMSO) foi utilizado como agentcrioprotetor, em uma
concentracao final de 10% em meio de cultura cota @8 SFB. O congelamento das células
foi realizado de forma gradativa, reduzindo a temapea até -70 °C. A seguir, as células
foram estocadas em nitrogénio liquido até o momeeatsua utilizagao.

3.3. Oleos essenciais
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Foram utilizados os seguintes 6leos essendtaisalytus globulus, Citrus aurantium,
Citrus limon,e o padraau-bisabolol, os quais foram obtidos comercialmeAlém desses
Oleos, obtidos comercialmente, utilizamos o Oleeesial da plantBndlicheria bracteolata.

3.3.1. Obtencéo do 6leo essencial &adlicheria bracteolata

3.3.2. Coleta da planta

A coleta da espécie dandlicheriautilizada neste trabalho foi realizada em maio de
2009, na reserva Ducke em Manaus (AM). A exsicastad espécie foi depositada no

Herbario do INPA (Instituto Nacional de PesquisaAd@azonia), em Manaus — AM.
3.3.3. Extracdo do 6leo essencial

O 6leo essencial de. bracteolatafoi obtido de folhas frescas da planta, através de
hidrodestilacdo, com equipamento do tipo Clevengem algumas modificagcdes, como
recomenda a Farmacopéia Brasileira. Este métodxtdacao consiste na adicdo do material
vegetal previamente triturado, juntamente com aguem baldo que, por sua vez é aquecido a
ebulicdo. Como o 6leo essencial apresenta umagarelgsvapor mais elevada que a da agua
este é arrastado sob a forma de vapor e, postemndemao se encontrar com uma superficie
fria se condensa, sendo armazenado na forma ligunda com a agua. Posteriormente, o
Oleo essencial € separado da agua por imiscibdidadre eles, através de um recipiente
cilindrico. O 6leo essencial obtido foi analisaddapcromatografia com fase gasosa acoplada
ao espectrometro de massas (CG/EM).

3.4. Andlise em CG/EM

A CG/EM foi utilizada para analisar todos os Olessenciais utilizados neste trabalho
e também para quantificar a pureza do padrae-isabolol. Os constituintes majoritarios e
minoritarios dos Oleos essenciais foram identificacpor esta técnica. Utilizando um
cromatografo a gas 6890N (Agilent Technologies, YJS#om detector de massas 5973
Network (Agilen Technologies, USA), injetor 7683Rrt& (Agilent Technologies, USA) e
coluna DB-5MS com dimensfes de 30m x 0.32 mm eefitte 0.25 um de espessura. As
andlises foram realizadas com temperatura inigad@°C e final de 290 °C, com um tempo
de corrida de 67min. Um microlitro/min de gas Héto utilizado como arraste para cada

amostra.

3.5. Atividade leishmanicida,in vitro, dos 6leos essenciais e debisabolol
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A atividade leishmanicida foi verificada atravéseakperimentos vitro, com formas
promastigotas do parasito. As promastigotas foragueadas em placa de 96 pogos em uma
concentracéo de 1(arasitos por poco em um volume de 100p| de meicuttura LIBHIT.

Os parasitos foram incubados por 24 horas com toslddeos essenciais e com-bisabolol
separadamente nas concentracbes de 60, 30, 153,7%¢e 1,87ug por poco. Apls este
periodo realizamos a contagem dos parasitos vianeisamara de Neubauer para determinar
a concentracao inibitéria (¥). Os resultados foram expressos como a conceotcaqi@z de
inibir o crescimento do parasito em 50% s()C Foi utilizado como controle positivo a

Pentamidina e controle negativo somente o parasito.
3.6. Citotoxicidade celularin vitro

O ensaio de citotoxicidad& vitro, foi realizado para avaliar a citotoxicidade dos
Oleos essenciais e da-bisabolol, in vitro. A linhagem de célula utilizada para este
experimento foi a J774.G8. O ensaio foi realizattavés de avaliacdo quantitativa por
incorporacdo do corante Neutral Red, um corantad, #blivel em agua que atravessa a
membrana celular, concentrando-se nos lisossomfisarelo-se por ligacdes eletrostaticas
hidrofobicas em sitios anidnicos na matriz lisosslorRogero, 2003). Este método
colorimétrico é baseado na incorporacdo deste wmoma lisossomo de células viaveis,
portanto, células mortas ou danificadas ndo comsegeter o corante apds a lavagem e o
procedimento de fixac&o (Babich & Borenfreund, 1991

As células J774.G8 cultivadas em DMEM foram col@sagdara placas de 96 pocos
numa densidade de “16élulas por 100pL. Apés 24h de incubacdo em esadd °C em 5%
CQO,, as células foram incubadas com todos os dleen@sss e ar-bisabolol separadamente
nas diluicdes de 60, 30, 15, 7,5, 3,75 e 1,87pgnmeoccontrole negativo foram utilizados
pocos somente com células e como controle podibivatilizado o DMSO. Apds o intervalo
de 24 horas foi realizado o ensaio de absorcaoeddérd Red. O meio com as concentracdes
dos 6leos essenciais e déisabolol foi retirado e adicionado em cada pocggolaicdo de
Neutral Red (50ug/ml) diluida em DMEM. Apoés 3 hodasincubacdo a 37 °C em 5% £43
células foram fixadas com PFA 2%. Para extracdoatlante contido dentro das células, foi
adicionada uma solucéo de 50% de etanol e 1% de ackético glacial e posteriormente, foi
realizada a leitura em espectrofotometro de pl&@R@ad-Benchmerk Microplate Reader)
com comprimento de onda de 540nm. A citotoxidadeefqpressa em porcentagem de
viabilidade celular em relacdo aos pocos contrdl@0%), determinando assim, a

concentracdo capaz de inibir 50% do crescimentdareCG.
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3.7. Atividade leishmanicida do o6leo essencial de. bracteolatae a-bisabolol contra

amastigotas intracelulares de_.. amazonenesis

A atividade leishmanicida sobre formas amastigatasacelulares foi avaliada
somente com os 6leos, bracteolatae oa-bisabolol, que apresentaram melhores resultados

nos testes de atividade leishmanicida sobre fopr@sastigotas.

Para este ensaio as células J774.G8 foram placgieadalaminulas dispostas no
interior de placas de 24 pocos, na concentracdbOtieélulas por poco. As placas foram
mantidas em meio de cultura DMEM, por 24 horas stufa a 37° C com 5% de GQ\poss,

24 horas as células foram infectadas com um nuf@k@zes maior de formas promastigotas

deL. amazonensipor célula.

Vinte e quatros horas apoés a infecgdo, a culturad@ada trés vezes com PBS, para
retirada dos parasitos que permaneciam no mei@ctidar, e incubadas com o Oleo
essencial d&. bracteolatanas concentracdes de 15, 8, 4, 2, 1 e Ogbgmm ou-bisabolol nas
mesmas concentracdes, separadamente, por 24 Goras. controle, foram utilizados pogos
somente com células infectadas. A seguir, as ldagnocom as células aderidas, foram
lavadas 2 vezes em PBS, e fixadas em solucédo da Bou5 minutos. Apos a fixacédo foram
lavadas 2 vezes com alcool 70% por 30 minutos, parecdo do excesso do fixador e
lavadas com agua destilada. Ap6s essa etapa, dsulam foram coradas pelo Giemsa
(solucdo de azur — eosina azul de metileno, seg@iemsa (Merck 9204), solucdo a 10%
filtrada em papel de filtro) por 30 minutos e laaae@m agua destilada. Para finalizar, foram
desidratadas em uma bateria de acetona 100% (8)venetona 70% + xilol 30%, acetona
50% + xilol 50%, acetona 30% + xilol 70%, xilol PB0(2 vezes) e montadas em Entellan
(Merck UN1866).

3.7.1. Avaliacdo da infeccéo das células

Para determinar a porcentagem de células infecm@ameédia de parasitos por célula
as laminulas foram analisadas em microscopio denhdelo Axioplan 2 (Zeiss) e a infeccao

das células avaliada através da contagem de aotastigp interior de 100 células.
3.8. Microscopia eletrénica de transmisséo

A técnica de microscopia eletrénica de transmiskfioempregada em formas
promastigotas tratadas com os Oleos que apresentaehor resultado de IC 50%&.
bracteolata e o-bisabolol) e com os que apresentaram resultad@esmiadiarios Citrus
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aurantiume Citrus limor). Nas formas amastigotas intracelulares a téciicempregada

somente nos parasitos tratados com os 6leos gesemparam melhor resultado de IC 50%.
3.8.1. Microscopia eletronica de formas promastigas deL. amazonensis

Formas promastigotas de amazonensiforam tratadas com os 6leos essenciais:
aurantium, C. limon,E. bracteolata e a-bisabolo] separadamente por 24 horas na
concentracdo determinada no ensaio dg.lComo controle foi utilizado parasitos néo
tratados. Apds este periodo, os parasitos foraaddis com 2,5% de glutaraldeido (Sigma,
USA) em solucdo tampéao cacodilato 0,1M, pH 7,2 mgét. Em seguida, lavadas 3 vezes
com tampéao cacodilato 0,1M e pos-fixadas com tetooxle 6smio 1%, ferricianeto de
potassio 0,8% e 5mM de cloreto de célcio em tangp&odilato 0,1M por 30 min. As células
pos-fixadas foram desidratadas em acetona e endal®a@m Epon. Cortes ultrafinos foram
obtidos em micrétomo e corados com acetato delaramitrato de chumbo e examinados em

microscopio de transmisséao eletronica Jeol JEM 10BOL, Japan)Duarteet al 1992).
3.8.2. Microscopia eletronica de transmisséo de foras amastigotas intracelulares

Células J774.G8 foram cultivadas em uma conceidrde 10 células por garrafa em
meio de cultura DMEM por 24 horas em estufa a 3t&@ 5% de C@ Apds 24 horas as
células foram infectadas com formas promastigo@ad..damazonensisPara isso, foram
utilizados um numero de parasitos 10 vezes mai@ueoo namero de células. Vinte e quatro
horas apos a infeccao, a cultura foi lavada trégsvyeom PBS, para retirada dos parasitos que
permaneciam no meio extracelular. Em seguida foirasubadas com @- bisabolol na
concentracdo de 8.07 pg/mL e com o Oleo esseretal bracteolatana concentracéo de 7.93
ng/mL, separadamente por 24 horas. Como contraesmn utilizadas culturas com células
nao infectadas e tratadas com os dois 6leos sepaeade, culturas com células infectadas
(sem tratamento) e culturas somente com ceélulas ifseccdo e sem tratamento). Apos este

periodo, as células foram processadas conformeitdgsara as formas promastigotas.
3.9. Analise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos como mediesvio padrdo, sendo
organizados em tabelas ou plotados em graficosa Rar variaveis com distribuicdo
paramétrica foi utilizada a analise de variancidNQVVA). As analises foram feitas com o

software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Softwarg Inc.
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4. RESULTADOS
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4.1.Andlise cromatografica dos 6leos essenciais

Através da analise dos 6leos essenciais e lnieabolol, pela técnica de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas CGaeModsivel identificar o composto
majoritario dos 6leos essenciais, 0s principaispmstos presentes em menores quantidades,
assim como o grau de pureza do padrae-disabolol.

Os resultados da analise do 6leo essenci@l. geirantiummostraram que 0 composto
majoritario deste 6leo € o limoneno, cuja conceadoi de 96,97% (Tabela 1).

Na analise do oOleo essencial @ limon o limoneno também foi o composto
majoritario, entretanto, sua concentragao foi dd®2 (Tabela 2).

O 6leo deE. globuluspossui como composto majoritario o composto In@ali na
concentracdo de 99,06% (Tabela 3).

A anélise do padrae-bisabolol, mostrou que ele possui 98,19% de puiEabela 4).

A avaliacdo cromatografica do Oleo essencial Edebracteolata, mostrou que o

composto majoritério deste 6leo é o guaiol, cujeceatracao foi de 72,14% (Tabela 5).

Tabela 1.Perfil cromatografico obtido por CG/EM do 6leoerssal de

Citrus aurantium

Constituintes Tempo de retencao Area (%)
(min)
o -pineno 7,670 0,39
B-pineno 9,468 0,33
B-mirceno 10,211 1,74
Limoneno 11,711 96,97
Linalol 14,839 0,56
Total identificado 99,99

35



Tabela 2.Perfil cromatografico obtido por CG/EM do 6leoerssal de

Citrus limon
Constituinte Tempo de retencao Area (%)
(min)
a- pineno 7,663 1,09
Sabineno 9,364 0,90
B-pineno 9,446 8,28
B-mirceno 10,248 0,92
Limoneno 11,674 52,49
y-terpineno 12,893 15,34
a terpinoleno 13,992 0,67
a terpineol 19,308 1,16
Geranial 19,868 3,35
trans-cariofileno 25,403 0,89
[3-bisaboleno 28,211 3,37
Total identificado 88,46

Tabela 3 Perfil cromatogréfico obtido por CG/EM do dlesescial de

Eucalyptus globulus

Constituinte Tempo de retencao Area (%)
(min)
limoneno 10,047 0,37
1,8 cineol 10,233 99,06
Total de porcentagem identificada 99,43

Tabela 4 Perfil cromatografico obtido por CG/EM do (&) bisabolol

Constituinte Tempo de retencao Area (%)
(min)
a - bisabolol 39,197 98,19
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Endlicheria bracteolata

Tabela 5.Perfil cromatografico obtido por CG/EM do 6leoarssal das folhas de

Constituinte Tempo de retencao Area (%)
(min)

o - pineno 7,655 1,02

B - pineno 9,453 0,75
Felandreno 10,716 3,36
trans-cariofileno 25,410 3,14
a- guaieno 25,952 0,54

a- humeleno 26,517 0,44

- chamigreno 27,586 1,42
guaiol 31,093 72,14
azuleno 32,549 9,29
azuleno metanol 32,757 1,65
Total identificado 93,75

37




4.2 Atividade leishmanicida dos 6leos essenciais e debisabolol contra formas

promastigotas deL. amazonensis

A atividade leishmanicida dos Oleos contra formasmastigotas foi realizada através
da contagem do parasito em camara de Neubauerpr2$ hpds o tratamento, e assim,

determinada a concentracdo capaz de inibir o cnestd dos parasitos em 50% {JC

A pentamidina, utilizada como farmaco de refer@nceduziu 50% do numero de
promastigotas viaveis com uma concentracao de|2ghhblL. O 1G, do Oleo essencial de.
bracteolatafoi de 7.93 pg/mL. Qu-bisabolol apresentou um Jg&de 8.07 pg/mL. A anélise
do Oleo essencial d&. limonmostrou um Ig, de 15.74 pg/mL. O 1§ do Oleo essencial de.
aurantiumfoi de 15.73 pg/mL. A concentragdo do,d@ara o 6leo essencil globulusfoi
de 30,85 pg/mL.

Os resultados mostraram que o 6leo essencidl. deacteolatae o a-bisabolol na
concentracdo de 15 pg/mL foram os mais efetivogesals formas promastigotas te
amazonensisom uma reducdo de 100% dos parasitos, enquaniteas do géner€itrus
demonstraram atividade intermediéria contra o tarasdo apresentando diferengas entre
eles. O d6leo deEucalyptus contudo, demonstrou a pior atividade leishmanicem

comparag¢ao com os outros 6leos como pode ser iziadalna figura 1 e na tabela 6.

2 100- . .
S =3 Citrus limon
% 80- B Eucalytus globulus
g @@ Citrus aurantium
_g 60- B o-bisabolol
o Bl Endlicheria bracteolata
w404
o
—
£ 204
[«}]
o
X 0-
A \2) 1) ) Q Q

Concentragées pg/mi

Figura 1 — Inibicdo de formas promastigotasld@shmania amazonensisitivadas em meio
LIBHIT, a 26 °C, e tratadas com os diferentes olessenciais ou com-bisabolol, nas
concentragcfes que variaram entre 1,87 e 60 pg/mlvaldres representam a média + desvio
padrao de trés experimentos independentes reatizaddriplicata.
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Tabela 6— Concentracéo inibitoria de 50% do crescimenttodeas promastigotas de
Leishmania amazonendignte aos diferentes 6leos essenciaishbabolol e a Pentamidina,

apos 24 horas de tratamento

Oleos essenciais IC50%
Endlicheria bracteolata 7.932 £0.152
a-bisabolol 8.075 £ 0.092
Citrus limon 15.74 £ 0.285
Citrus aurantium 15.73 £ 0.136
Eucalyptus globulus 30.85+0.164
Pentamidina 2.412 +0.168
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4 .3. Citotoxicidade celular dos 6leos essenciaisi@ a-bisabolol em ensaiadn vitro.

Os testes de citotoxicidade celulam, vitro, utilizando macrofagos de linhagem
J774.G8, foram realizados por meio do ensaio cukdrico com Neutral Red. As células
foram incubadas com os 6leos essenciais ou corbisabolol por um periodo de 24 horas.
Desta forma, foi possivel determinar a concentragjioxica capaz de eliminar 50% das
células (CGy).

O resultado da citotoxicidade celular do 6leo esis¢ deE. bracteolataapresentou
um CGp de 15.14 pg/mL = 0.136. @bisabolol também foi capaz de inibir 50% das @sul
em uma concentracdo de 14.82 pg/mL = 0.122. O éésencial de&C. limon demonstrou
maior citotoxicidade, quando comparado com o0s sufieos essenciais. Apesar dosgC
deste 0Oleo ser 14.51 pg/mL + 1.392, este mostrdadxseo em concentracdes a partir de 3.75
pg/mL. O 6leo essencial d& aurantiummostrou-se menos toxico apresentando urng @€
58.50 pg/mL £ 0.329. O dleo essencial Eeglobulusndo mostrou citotoxicidade, sendo

impossivel assim determinar seu valor dedCEig. 2).

3 Citrus limon
B Eucalytus globulus
@@ Citrus aurantium
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()
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-]
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A ) N
R S o

concentragées pg/ml

Figura 2 — Citotoxicidade dos 6leos essenciais ewdinsabolol, nas concentracdes de 1,87 a
60 pg/mL, em macrofagos de linhagem J774.G8 caltiseem meio DMEM, a 37 °C, com
5% de CQ, e incubadas por 24 horas. Os valores representagtia + desvio padréo de trés

experimentos independentes realizados em triplicata
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4 4. Atividade leishmanicida do 6leo essencial dE. bracteolatae do a-bisabolol contra

amastigotas intracelulares dé.. amazonenesis

A atividade leishmanicida do 6leo essenciaEdd®racteolatae do a-bisabolol, contra
formas amastigotas intracelularesldeamazonenesi®i realizada para avaliar a acao destes

Oleos sobre os parasitos presentes no interiomdosofagos de linhagem J774.G8.

A andlise da células por microscopia de luz mostjoe 99% das células controle
infectadas e nado tratadas apresentavam amastigota®u interior, com uma meédia de

infeccdo de 3.33 amastigotas por célula (Fig. 3A).

Nas células infectadas e tratadas com o oOlde. deacteolatao indice de infeccéo foi
de 62%, com uma média de 1.04 amastigotas poracéitiizando a mesma concentracdo do
IC50 empregada para as formas promastigotas (Fig. 3B).

O tratamento das formas amastigotas eelnmsabolol, com a mesma concentracdo do
ICso de formas promastigotas, mostrou que 86% dasasekdtavam infectadas, com uma
média de 1.78 amastigotas por célula (Fig. 3C)téNessaio foi possivel observar a atividade
do 6leo essencial d&. bracteolatae do o-bisabolol contra amastigotas intracelulares,
demonstrando um valor de #Cde 3.61 pg/mL = 0.407 para o 6leo essencialEde

bracteolata e um valor de 4.29 pg/mL + 0.412 para-bisabolol (Fig. 4).
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Figura 3 — Atividade leishmanicida contra formas amastigad@sL. amazonensiem
macréfagos de linhagem J774.G8, cultivados em D&M, a 37 °C, com 5% de GO(A)
células infectadas coiln. amazonensjsap0s 24 horas de infeccdo, observa-se presenca de
numerosas formas amastigotas internalizadas (se(B3) células infectadas cont.
amazonensise tratadas, com o Oleo essencial e bracteolata, utilizando a mesma
concentracdo do Kg empregada para as formas promastigotas, mostitaaigo indice de
infeccdo (C) células infectadas cdm amazonensi® tratadas, por 24 horas, comoo
bisabolol, utilizando a mesma concentracéo dg étpregada para as formas promastigotas,

também com baixo indice de infeccao (seta).
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Figura 4 — Atividade leishmanicida contra formas amastigolak. amazonensigo interior

de macrdéfagos de linhagem J774.G8, cultivados eim BIEM, a 37 °C, com 5% de Ge
incubadas, por 24 horas, com 0 Oleo essencid.deracteolataou o doa-bisabolol, nas
concentracoes que variaram de 0,5 a 15 pg@omparagcdo com o grupo controle pelo teste
de Dunnett, **p<0,01; ***p<0,001.

43



4.5. Microscopia eletrbnica de transmissdao (MET) ddormas promastigotas del.

amazonensis.

A andlise por MET das formas promastigotas Ldeamazonensjstratadas com:
7.93ug/mL do o6leo essencial d& bracteolata 15.73ug/mL do Oleo essencial @
aurantium, 15.74ug/mL do O6leo essencial d& limom, e 8.07ug/mL dea- bisabolol,
separadamente, foi realizada para identificar asamgas estruturais provocadas nos parasitos
por estes Oleos. A MET das formas promastigotastraéiadas foi realizada como grupo
controle e para analise comparativa.

A analise por MET das formas promastigotas na@dest mostrou 0 parasito com
morfologia nuclear caracteristica normal e com oetgs citoplasmaticas preservadas (Fig.
5A e Fig.5B).

Figura 5 — (A e B) Microscopia eletrénica de transmissaofaenas promastigotas de
amazonensigao tratadas. Observam-se estruturas do nucleccifhtoplasto (K) e a bolsa

flagelar (BF) bem preservadas.
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A avaliacdo dos parasitos, ap0s 24 horas de tratangem 15.74pg/mL d€. limom
a 26° C, mostrou a presenca de inumeras inclugdidichs em seu citoplasma (Fig. 6A).
Além disso, observamos alteragBes estruturais cpmgenca de vacuolos atipicos no
citoplasma com membranas eletrondensas em suasitdebes, aumento do tamanho da
mitocéndria e prolongamento da membrana citoplaseatterando a forma geral do parasito
(Fig. 6B).

Figura 6 —Microscopia eletronica de transmisséo de formampsbigotas de. amazonensis
incubadas com 0leo essencial@elimompor 24 horas a 26 °C. Em (A) ultraestrutura dos
parasitos mostrando a presenca de iniUmeras insllipdicas (L) (detalhe); em (B) observa-
se vacuolos atipicos (setas largas) com membrdea®nelensas, presenca de inclusdes
lipidicas (L), aumento de tamanho da mitocdndria) (B projecdo da membrana

citoplasmatica (seta longa).
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A avaliacao ultraestrutural das formas promastigjttatadas com 15.73ug/mL de 6leo
essencial d€. aurantium por 24 horas a 26 °C mostrou desorganizagéocacelaim aumento
de inclusbes lipidicas no citoplasma, mudanca dadalo parasito (Fig. 7A) e presenca de

membranas eletrondensas (Fig. 7B), ndo observadgsanasitos controles nao tratados.

Figura 7 —Microscopia eletronica de transmisséo de formampsbigotas de. amazonensis
cultivadas em meio LIBHIT e incubadas com 6leo esisé deC. aurantium por 24 horas a
26 °C. Em (A) observa-se um aumento no numeroaesides lipidicas (L) e desorganizacao
celular; em (B) nota-se aumento de tamanho da émthéa (M), presenca de inclusdes
lipidicas (L), desorganizacdo das organelas citopddicas e presenca de membranas

eletrondensas (seta).
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A analise dos parasitos tratados com 8.07ug/mlo-esabolol mostrou uma total
destruicdo celular, com perda de organelas citofdtisas, além da presenca de inclusdes
lipidicas (Fig. 8A) e desestruturacdo dos microkodgubpeliculares (Fig. 8B).

Figura 8 — Microscopia eletrénica de transmisséo de formasastigotas de. amazonensis

cultivadas em meio LIBHIT e incubadas conbisabolol, durante 24 horas a 26 °C. Em (A) e
(B) promastigotas drasticamente afetadas pelbdsabolol. Observa-se perda de organelas
citoplasmaticas, inclusive do nucleo, presencandesdes lipidicas (L) e desestruturacao dos

microtubulos subpeliculares (setas).
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A analise ultraestrutural das formas promastigotasbadas com 7.93ug/mL de 6éleo
essencial dé&. bracteolata durante 24 horas a 26 °C, mostraram deformadadaceom
aumento do volume da mitocondria e descontinuidzdmembrana nuclear (Fig. 9A). Além
disso, observamos a presenca de vesiculas naflaglekar (Fig. 9B) e inclusdes lipidicas no
citoplasma (Fig. 9A, 9B e 10A) também foram obsdasa Evidenciamos também a
fragmentacdo e desestruturacdo do reticulo endopta® além da presenca de vacuolo com
estruturas membranosas elétrondensas no seu iin{&ix 10A). Em alguns parasitos
observarmos ainda estruturas membranosas eletsaslerdesorganizacédo da cromatina (Fig.
10B).

A

Figura 9 — Microscopia eletrbnica de transmisséo de forpnasastigotas de. amazonensis
cultivadas em meio LIBHIT e incubadas com 06leo esis¢ deE. bracteolatadurante 24
horas a 26 °C. (A) aumento do volume da mitoconfviy além da descontinuidade da

membrana nuclear (setas); (B) presenca de vesitalbsisa flagelar (setas).
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Figura 10 — Microscopia eletrébnica de transmissdo de formesmastigotas deL.
amazonensisultivadas em meio LIBHIT e incubadas com Olecersml deE. bracteolata
durante 24 horas a 26 °C. (A) presenca de incluljdieécas (L) e vacuolo com estruturas
membranosas elétrondensas no seu interior (detalde¥estruturacdo do reticulo
endoplasmatico (RE); (B) presenca de estrutura mamba eletrondensa no citoplasma

(seta) e desorganizagao da cromatina (N).

4.6. Microscopia eletrbnica de transmissdo de madapos de linhagem J774.G8
infectados com formas amastigotas de. amazonensis.

As andlises por MET das células infectadas damamazonensjstratadas com
7.93pug/mL do oleo essencial @& bracteolataou com 8.07ug/mL de- bisabolol, foi
realizada para verificar a acdo destes 6leos nesifEs internalizados. Como controle foram
utilizadas células nao infectadas e tratadas coabeas, células infectadas (sem tratamento) e

células normais (n&o tratadas e néo infectadas).

As analises ultraestruturais dos macréfagos nerh@i seja, sem infeccdo e sem
tratamento mostrou células com estrutura morfoldggem alteracdes e membranas
citoplasmaticas preservadas (Fig. 11A) apresentandaitoesqueleto uniformemente
distribuido (Fig. 11B).
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Figura 11 — (A e B) Microscopia eletrénica de transmissdo de macrofatgpdinhagem
J774.G8, nédo infectados e néo tratados, cultivadosneio DMEM, a 37 °C, com 5% de
COu.(A) célula apresentando morfologia normal, connugéstas bem preservadas. (B) célula
apresentando estruturas normais sendo possiveblizeu o nucleo (N), o reticulo
endoplasmatico (seta), as mitocondrias (M) e o ¢exapde Golgi (CG).
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As andlises por MET dos macréfagos J774.G8 inflest& nado tratados, apos 24 horas

de infeccdo, mostrou o parasito preservado e carmt@s normal. Observa-se a carioteca

bem definida e presenca do cinetoplasto integp IEA e 12B).

Figura 12 — (A e B) Microscopia eletrénica de transmissdo de macrofapodinhagem
J774.G8, infectados com. amazonensjsapds 24 horas de infeccdo, cultivadas em meio
DMEM, a 37 °C, com 5% de GQ observamos formas amastigotas internalizadas
apresentando estrutura normal e bem preservada cimaetoplasto integro (setas). As células
apresentam ainda suas estruturas citoplasmatidasmes e preservadas.
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As células nédo infectadas e tratadas comtlosabolol (Fig. 13A) ou com o 6leo

essencial d&. bracteolata(Fig. 13B) ndo foram afetadas pelos mesmos, apes#o assim,

morfologia normal.

Figura 13 — (A e B) Microscopia eletrénica de transmissdo de macrofatgpdinhagem
J774.G8 cultivados em meio DMEM, a 37 °C, com 5% @g Célula ndo infectada e tratada,
por 24 horas, com 8.07 pg/mL dédisabolol (A) ou com 7.93 pg/mL d& bracteolata(B)
apresentando morfologia normal apds o tratamento.
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A andlise das células infectadas e tratadas ca+hisabolol (Fig. 14A) ou com o 6leo
daE. bracteolata(Fig. 14B) mostrou alteragdes ultraestruturaisfoaeas amastigotas com a

presenca de vacuolos (setas) em seu citoplasmstreig&o da mitocondria, sem alterar, no

entanto, a morfologia da célula hospedeira.

Figura 14 — (A e B) Microscopia eletrénica de transmissdo de macrofatgpdinhagem
J774.G8, cultivados em meio DMEM, a 37 °C, com 5&6 @Q, infectados comL.
amazonensjse tratados com os 0leos, separadamente por 24.H@) células infectadas e
tratadas cona-bisabolol. As setas mostram a presenca de vacholegoplasma das formas
amastigotas (B) células infectadas e tratadas cétacmessenciale E. bracteolata observa-

se a destruicdo do parasito, no interior do vacpalasitéfago (PV), presenca de vacuolos e

destruicdo mitocondrial.
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5. DISCUSSAO
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As leishmanioses sdo consideradas doencas emergenteemergentes, com um
preocupante aumento na sua incidéncia, principdbmeas duas ultimas décadas. (Goto &
Lindoso, 2010). Os compostos organicos de antim@#o, desde sua introdu¢cdo no
tratamento da leishmaniose por Vianna em 1912ragad de primeira linha. Os antimoniais
pentavalentes foram manufaturados e introduziddemagéutica entre 1935-1945, o primeiro
deles sendo o stibogluconato de sédio, Pentostarm@, 1988). Atualmente esta droga é
utilizada nos paises de lingua inglesa e a N-rgktdlamina (Glucantime) na América Latina
e paises de lingua francesa. Com estes medicamest@feitos colaterais sdo comuns
(Antezanaet al, 1992; Braconnier & Miorner, 1993; Brummet al,1996; Chulayet al,
1985; Hepburret al, 1993; Horbeet al, 1991) e podem, as vezes, causar a interrupcao do
tratamento.

Como alternativa de tratamento, nos ultimos anesysbs extratos, 0leos essenciais e
componentes de plantas com atividade leishmanie&a sendo utilizados em ensaios
experimentais dentre el€sarcinia brasiliensisontra formas promastigotas e amastigotas de
L. amazonensigPereiraet al, 2010),Lippia sidoidescham contra formas promastigotas e
amastigotas de. amazonensi@Medeiroset al, 2001),a-bisabolol contra forma promastigota
deLeishmania infantuniMorales-Yuste etal.,2010).

As plantas possuem uma caracteristica tipica cqusigtese e o acumulo de diversas
substancias organicas, estas substancias sao mmntal chamadas de metabdlitos
secundarios ou produtos naturais. Mais de cem reiabolitos secundarios pertencem a
diferentes grupos de plantas (Wink, 2008). Dessdsst&ncias sdo formados os oOleos
essenciais, que sao misturas complexas de metabéétundarios, que podem conter cerca
de 20 a 60 componentes em concentraces diferers@s constituidos, principalmente, por
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandidestieéganatos.

Os 6leos essenciais sdo caracterizados por apge=s@niim composto majoritario, ou
mesmo por apresentarem dois ou trés compostos eroerdoacdes bastante elevadas, cerca
de 20 a 70%, em comparac¢ao aos outros composteEnpes nos oleos (Nibret & Wink, 2010,
Bakkali et al, 2008). Os constituintes dos Oleos essenciaisamadesde terpenos ou
terpendides, alcodis simples e terpénicos, aldeickEtenas, fendis, ésteres, éteres, oxidos,
peroxidos, furanos, acidos orgéanicos, lactonas,acimas, entre outros. Estes Oleos e/ou o0s
seus constituintes apresentam diversas atividaddégizas como: bactericida, antiviral,
antifingica, antiprotozodria, analgésica, sedatargtjespasmaodica entre outras (Nibret &
Wink, 2010, Monzotet al., 2007).

A técnica de CG/EM vem sendo utilizada para ideatifos compostos presentes nos

Oleos essenciais. Neste trabalho utilizamos estdct para identificar os constituintes dos
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Oleos essenciais da bracteolataC. limone C. aurantiume E. globuluse para determinar a
pureza doo-bisabolol. Nossos resultados mostraram, pela [mamez na literatura, que o
constituinte majoritario do O6leo essencial & bracteolata € o guaiol, um alcool
sesquiterpénico. Através desta técnica, tambémadssivel confirmar a pureza do padrao de
a-bisabolol, também considerado um alcool sesqutecp. A andlise dos Oleos essenciais de
C. limone C. aurantiumdemonstrou que o limoneno, um hidrocarboneto mopet®, € o
composto majoritario destes dois 6leos como amtednte relatado por outros autores (Lota
et al, 2002, Botelhcet al,2009). J& a analise do 6leo essencidEdglobulusdemonstrou
gue seu composto majoritario € o 1,8 cineol, umrét;oterpénico, corroborando os achados
de Sadlor& Lamson(2010).

A identificacdo dos compostos majoritarios e de posios presentes em menores
concentracdes, nos Oleos essenciais, pode ajudateader os mecanismos que levam a
destruicdo de parasitos, através da acao diretbosnlas promastigotas e ou através da acéo
indireta pela ativagdo do macréfago e aumento geesgdo das enzimas que catalisam a
producao das substancias microbicidas.

Os terpenos, por exemplo, interagem com as membiainlogicas e estas interacbes
levam a mudancas na estrutura e funcionalidadent=smas que, por sua vez, podem
prejudicar o crescimento e a fisiologia das célu@sacimulo dos terpenos na membrana
lipidica e a consequente mudancga na sua estrubuma, @ expansdo, a mudanca na fluidez
e/ou o rompimento da interacdo proteina-lipidialepestar relacionado com a sua acéo toxica
na membrana (Sikkenedt al, 1994).

Outro fato importante, relacionado a atividadetéitica dos 6leos essenciais e/ou de
seus compostos, € em grande parte devido a predenfimcdes organicas como: fenadis,
aldeidos e alcoois nos compostos presentes nos (Baskaliet al, 2008). Essa pode ser
uma hipotese que explique a atividade leishmanisigzerior doa-bisabolol e do dleo da
Endlicheria bracteolataguando comparada com a dos outros 6leos.

Nossos resultados mostraram que a atividade leisicida do 6leo essencial @&
bracteolatae doa-bisabolol contra formas promastigotas revelou @wxeelente atividade,
com valores que podem ser comparados com a atevidggghmanicida da pentamidina. Esta
superior atividade leishmanicida do Oleo essendmlE. bracteolatacontra as formas
promastigotas pode ser atribuida ao seu compogtwitdao, devido a presenca de um grupo
hidroxila com caracteristicas de alcool, especiatmena parte exociclica da moléculaa-O
bisabolol demonstrou atividade leishmanicida magmelhante a do 6leo &e bracteolata

A presenca de um grupo hidroxila, que igualmensspiofuncdo de alcool, também na parte
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exociclica da molécula do-bisabolol, pode explicar a pequena diferenca dédatle
leishmanicida entre os dois 6leos.

Os Oleos essenciais dé. aurantium e C. limon mostraram uma atividade
leishmanicida intermediaria, contra as formas psiigatas do parasito, quando comparados
com os outros Oleos. A semelhanca estrutural estes dois 0leos poderia explicar o valor
da inibicdo do crescimento do parasitos@)@ue foi muito proxima entre eles. O composto
majoritario destes 6leos € um hidrocarboneto mepet®, e devido a sua atividade lipofilica,
ele interage com a membrana do parasito levandaodamgas estruturais que podem levar a
morte celular.

O Oleo essencial dE. globulusmostrou a menor atividade leishmanicida contra as
formas promastigotas do parasito entre os éOletad®s. Este resultado corrobora o trabalho
publicado por Nibret & Wink (2010), onde foram asdbs os componentes individuais de
trés Oleos essenciais diferentes, contra algumpécies de tripanossosiaOs autores
demonstraram diferencas na atividade tripanocida eitotoxicidade destes 6leos. Segundo
eles os compostos que possuem aldeido como grumiohal apresentam a maior acao
tripanocida, seguido do epoxido e dos fendis. Earte, os compostos que continham grupo
funcional de éteres apresentaram menor atividade.

Apesar do composto majoritario muitas vezes serriocipal responsavel pelas
atividades contra patdgenos, 0s outros compostesestdo em menor concentragdo, podem
atuar de forma sinérgica ou de forma aditiva mehdo a atividade biologica do 6leo
(Bakkaliet al,, 2008).

Além, da atividade dos 6leos essenciais e/ou ad®aostos presentes nos 6leos contra
patdgenos, varios estudos tém demonstrado quessitiese do ergosterol € um alvo atrativo
para o desenvolvimento de drogas com acéo leisleirdancomo relatado por Lorenge al,
(2004) e Rodrigue®t al, (2002). Os parasitos que causam as leishmanpzesiem 0
ergosterol como principal esterdide presente ens sgétulas, sendo assim, as diferentes
classes de inibidores da biossintese de ergostenmip o azasterol, tém-se mostrado muito
eficiente contra parasitos da familiaypanosomatida€Lorenteet al.2004). Uma enzima
chave na sintese de ergosterol em tripanosomatédans*®® esterol metil transferase. Esta
enzima é essencial para a biossintese de ergostetohsequentemente, para a manutengao
da organizacao estrutural do parasito, principateméda membrana mitocondrial (Brenzsin
al., 2007). Entretanto, ndo esta presente em cdi@lanamiferos, sendo um alvo atraente e
seletivo de drogas com acao anti-tripanosomati(RRodrigueset al, 2007).

As mitocondrias sdo organelas celulares intimamemeolvidas na producdo de
energia. Pesquisas recentes tém demonstrado quetegridade dessas organelas
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desempenham um papel importante na conservacaelda.cA morte celular seria uma
consequéncia da permeabilizacdo de suas membramastiong, 2006). Na mitocondria esta
localizada a cadeia transportadora de elétronsnitlva producdo de energia a partir do
fluxo de elétrons e consequente fosforilacdo okidatOs Oleos essenciais provocam
mudanca de fluxo de elétrons nas mitocondrias mindo, desta forma, espécies reativas de
oxigénio — (ROS), que incluem superéxidos e pemxie hidrogénio, que oxidam e
danificam lipidios, proteinas e o DNA mitocondiiBbkkaliet al, 2008).

Estudos recentes mostraram que as alteracOes ogctd estruturais, causadas por
drogas que inibem a sintese de ergosterol sdo meelhantes as alteracbes causadas por
diferentes compostos derivados de plantas condatei leishmanicida (Brenzahal, 2007).
Algumas das alteragBes causadas por inibidoresntlsse de ergosterol, como: aumento de
volume mitocondrial, aumento no niamero de includgedicas no citoplasma e a intensa
atividade de exocitose na regido da bolsa flagédembém foram observados por outros
grupos de pesquisa que estudam a atividade de stospierivados de plantas com atividade
leishmanicida. Dentre esses grupos, destacam-saNakhmuraet al (2006), que relatou a
atividade leishmanicida do Eugenol, o principal stininte do 6leo essencial d&@cimum
gratissimum esuimarae®t al(2010) que evidenciou a atividade de julocrotima, alcaloide
isolado deCroton pullei var contra parasitos do génekeishmania Além desses, outros
autores mostraram alteragfes estruturais muitolbantes as causadas pelos inibidores da
sintese de ergosterol nas formas promastigotas éormaas amastigotas intracelularesLde
amazonensidratadas com o0s Oleos essenciaisLggia sidoides chame Cymbopogon
citratus (Medeiroset al, 2011,Santinet al., 2009). Uma das hipéteses que explicaria estas
alteracdes € a capacidade que compostos presestékens essenciais tém de penetrarem nas
células e comprometerem a biossintese de ergogMenleiroset al, 2011). No presente
trabalho, as alteracdes descritas puderam sernevédias durante o tratamento com os 6leos
essenciais d€. limon, C. aurantium, E. bracteolat com oa-bisabolol, contra formas
promastigotas de. amazonensis

Além disso, algumas das alteracdes que levaranorprometimento mitocondrial
foram observadas nas formas promastigotas tratamoso 6leo essencial de bracteolata
Dentre essas alteragdes destacamos o aumentoutheevdd mitocondria e a descontinuidade
da membrana nuclear. Outras mudancas ultraestsiobservadas nos parasitos tratados com
0s Oleos essenciais @e limon, C. aurantium, E. bracteolatacom ou-bisabolol variaram de
discretas alteracOes a destruicao celular. Destes @lteracfes, podemos destacar o aumento
de volume da mitocondria, como relatado por UedkaNmra (2006) e aumento do
cinetoplasto como demonstrado por Guimarétesal. (2010). A formagdo de vacuolos e a
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presenca de estruturas eletrondensas no citoplasmdném podem ser observadas em
trabalhos publicados por Brenzanal, (2007) e Guimaraest al, (2010), respectivamente, e
a descontinuidade dos microtubulos subpeliculares.

Um dos fatores que também evidenciam a mudancaaréologia dos parasitos
tratados com esses 0leos foi 0 aumento no numenachlisdes lipidicas em seu citoplasma.
Alguns autores sugerem que 0 aumento no numerasdéstlusdes pode ocorrer em
consequéncia do acumulo da acdo das drogas e deuiituicdo do metabolismo de lipidios
(Medeiroset al, 2011, Rodrigue®t al, 2002). Outra importante alteracdo observada no
nosso estudo ocorreu na bolsa flagelar das formeasgstigotas tratadas com o 6leo essencial
de E. bracteolata Os parasitogpresentaram formacdo de vesiculas nesta estrotuqae
pode ser produto de um aumento na atividade egacfio parasito, como relatado por
Brenzanret al (2007) e por Rodrigues al (2002).

Embora ensaios de atividade leishmaniciata,vitro, contra promastigotas sejam
utilizados por muitos grupos de pesquisa e tentha simbém a estratégia utilizada neste
trabalho, para triagem e busca de possiveis drpges o tratamento da leishmaniose,
resultados positivos obtidos somente com essesstedio podem ser considerados como o
anico indicativo de eficacia da droga. Para que droga seja considerada realmente eficaz é
necessario que ela tenha acao principalmente cloninas amastigotas intracelulares, ou seja,
a droga tera que ser capaz de atravessar a mendaarelula hospedeira e atuar sobre as
amastigotas intracelulares.

Para avaliar essa capacidade de atravessar a aramte célula e matar as formas
amastigotas intracelulares, realizamos ensaios c¢uoacrofagos infectados cont.
amazonensis incubados com o 6leo essenciaEdéracteolatae a-bisabolol, separadamente,
em diferentes concentragcbes por 24 horas. Estes dleos foram selecionados por
apresentarem os melhores resultadosaneeningrealizado com as formas promastigotas do
parasito. Os resultados obtidos neste ensaio déramme que o 6leo essencial e
bracteolatae oa-bisabolol séo capazes de atravessar a membrarar@htuar sob parasitos
internalizados em macroéfagos, confirmando sua pottividade leishmanicida.

A acao leishmanicida, contra amastigotas intrdaeds, pode ocorrer através da acéo
direta dos 6leos contra o parasito ou pela acécetad através da producdo de mecanismos
celulares como a producdo de oxido nitrico (NO) rfMaQuintal et al., 2009). O NO é a
principal molécula efetora que medeia a morte eeftdar deleishmania entretanto, pouco
se sabe sobre o efeito de plantas e de seus cammstrelacdo a resposta dos macréfagos.
Contudo, foi demonstrado por Ueda-Nakamataal (2006) que a producéo de NO foi
aumentada quando macroéfagos peritoneais de camgmslforam tratados com 150ug/mL de
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Oleo essencial d®cimum gratissimum Lantes e depois da infeccdo de macrofagod._por
amazonensis.

Nossos resultados nos testes de atividade leisbioi@amevelaram a acao direta de
todos os 0Oleos essenciais testados, assim comidabolol, sobre as formas promastigotas.
Contudo, os resultados obtidos nos experiment@gididade leishmanicida do 6leo essencial
de E. bracteolatae doa-bisabolol, contra formas amastigotas intracelglaneostraram que
possivelmente estes 6leos possam atuar tambénmrme fndireta, através da ativagédo de
macrofagos; ja que quando comparada a atividagbnheinicida, do 6leo essencial He
bracteolatae do a-bisabolol, contra formas promastigotas com a a@daiye leishmanicida
contra formas amastigotas intracelulares, verifmsingue foi necessario uma menor
concentracdo destes Oleos para matar 50% dostpararacelulares quando comparado as
concentracdes necessarias para matar 50% dostpsiesi cultura com formas promastigotas.
Entretanto, serdo necessarios estudos mais apeafasgara que possamos comprovar este
mecanismo.

A atividade citotoxica dos 6leos essenciais endmsabolol também foi investigada
para saber em qual concentracdo estes compostbértase tornam toxicos para as ceélulas.
Os metabdlitos secundarios, lipofilicos derivades pliantas, penetram na membrana por
difusdo passiva e formam interac6es hidrofébicam @s cadeias laterais lipofilicas de
fosfolipidios. Além disso, estas moléculas podemtuplear a interagdo de proteinas de
membrana com lipidios de membrana, o que € imgerfzara manter a correta conformacéao
tridimensional das proteinas. Esta mudanca podeslaiod atividade das proteinas, com isso,
as células podem sofrer desordem, o que aumehialezf e a permeabilidade da membrana
(Wink, 2008). Este fato poderia explicar a citotidade dos O6leos essenciais He
bracteolata, C. limon e C. aurantiume do a-bisabolol observada no presente trabalho.
Devido a lipofilicidade destes 6leos a interacdm @ membrana celular pode alterar sua
fluidez tornando-a anormalmente permeavel e levanaorte celular.

Até recentemente os Oleos essenciais eram estudatosnte para utilizacdo na
indUstria alimenticia e de cosméticos. Entretardgtyalmente, estes Oleos e 0s seus
constituintes estdo ganhando um crescente intepedseseu potencial multifuncional de uso
(Baghalian 2010; Bezerra 2009; Sacchettial, 2005). Estes produtos naturais estdo em
crescente demanda, por isso, a importancia da igasgom Oleos essenciais nao reside
apenas na sua caracterizacdo quimica, mas tambéuosaiilidade de articular a quimica
com as suas propriedades funcionais (Sacdtedti, 2005).

Na literatura tem havido uma ampla discussdo sabrgantagens na utilizacdo de

drogas que melhorem a permeabilidade celular etyaeessem a barreira transdérmica mais
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facilmente. Brehm-Stecher & Johnson (2003) relatacme o aumento da permeabilidade
celular bacteriana poderia ser um dos mecanisnrasip@edir a resisténcia das mesmas aos
antibidticos. Isso seria possivel com a utilizagéssubstancias que aumentem a absorcao de
agentes microbianos. Os autores demonstraram guesatompostos sesquiterpenos, como o
bisabolol, o nerolidol, o farnesol e o apritonedgm alterar a funcdo normal da membrana
celular bacteriana, permitindo a permeacdo da aghok compostos exdgenos, como 0S
antibioticos, sugerindo desta forma, o uso de s$espanos como potencializadores da
permeabilidade bacteriana aos antibioticos e aotohianos.

A capacidade de aumentar a permeabilidade da meemkcelular também foi
verificada em estudo realizado por Kadir & Barry9q91l) utilizando dois compostos e
amostras de pele humana tratadas com uma mistutasdbolol e propileno-glicol. As
amostras de pele tratadas foram 17 vezes mais @eeimmeao 5-fluorouracil e 73 vezes mais
permeaveis a triancinolona acetonida quando cordpas amostras de pele ndo tratadas.

Com os resultados obtidos no presente trabalhdatansos a atividade leishmanicida
de todos os Oleos essenciais testados e-bisabolol, contra formas promastigotas lde
amazonensisEnfatizando que dois desses oldbsbracteolatae a-bisabolol, demonstraram
superior atividade leishmanicida, e foram testaclmstra amastigotas intracelulares lde
amazonensisOs resultados confirmaram a potente atividadgdhheanicida dos mesmos uma
vez que foram capazes de afetar os parasitosehibes.

Diante dos nossos resultados e dos relatados prasayrupos de pesquisa em ensaio
com O6leos essenciais contra parasitos do géreishmania(Medeiroset al 2011; Morale-
Yusteet al 2010; Ueda-Nakamuret al, 2006), associados aos estudos que demonstram que
certos terpenos possuem a capacidade de aumegreamaabilidade celular (Nibret & Wink
2010; Bakkaliet al. 2008 e Kadir & Barry, 1991) abrem-se novas pextsyes para pesquisas
que podem contribuir para o desenvolvimento de yioxdpara tratamento topico a base de
Oleos essenciais, ou a associacdo de Oleos essermia compostos antimoniais, contra a
leishmaniose cutanea.

Sendo a leishmaniose cutanea uma doenca dermatolégin lesdes ulcerosas, um
tratamento topico seria ideal, pois, diminuiria osstos, facilitaria a aplicacdo do
medicamento, além de reduzir ou até mesmo elinosaefeitos colaterais observados no
tratamento tradicional com glucantime. No tratameapico ndo haveria absorcao sistémica,
como ocorre no tratamento atual, ou esta absoey@m praticamente, desprezivel. Este fato

poderia evitar os inUmeros efeitos colaterais aados ao tratamento tradicional.
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Diante de todas as evidenciais mostradas nesahmabugerimos que o 6leo essencial
de E. bracteolatae o a-bisabolol podem ser compostos promissores pardratamento

alternativo na leishmaniose cutanea.
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6. Conclusodes
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Através da cromatografia gasosa acoplada a espetia de massa foi possivel

identificar os compostos majoritarios e os compoatmoritarios dos 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais @atrus limon, Citrus aurantium, Eucalyptus globul@ndlicheria
bracteolatae oa-bisabolol demonstraram atividade contra promattgdelLeishmania

amazonensis

O 06leo essencial d&ndlicheria bracteolatae o a-bisabolol também demonstraram

atividade contra amastigotas intracelulares@&lshmania amazonensis

Os testes de citotoxicidade realizados com os Géssenciais e com a-bisabolol
mostraram que, nas concentraces capazes dedrsb@scimento dos parasitos em 50%,

estes ndo sao toxicos para as células.

A anadlise da ultraestrutura das formas promassgd¢d eishmania amazonensisvelou
como principais alteracbes morfologicas a vacugéivacitoplasmatica, as inclusdes
lipidicas, o aumento da atividade exocitica, 0 antm&e tamanho da mitocondria e a

desorganizacao das organelas citoplasmaticas.
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A andlise da ultraestrutura das formas amastigatasLeishmania amazonensis
intracelulares revelou que o 6leo essencidkd@licheria bracteolata oa-bisabolol sdo

capazes de penetrar nas ceélulas e atuar sobreaatigotas sem alterar a morfologia da

célula hospedeira.
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