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Resumo:

Na busca continua de produtos naturais
com potenciais antiparasitarios, este estudo
objetivou avaliar, in vitro, as atividades
leishmanicida e citotoxica dos Oleos essenciais
das folhas de Ocotea odorifera, bem como
determinar a sua composi¢do quimica.

O ¢leo essencial (OE) das folhas de O.
odorifera foi obtido por hidrodestilagdo em
aparato clevenger e analisado por CG-EM. O
rendimento do Oleo foi de 15 % e o
constituinte safrol foi identificado em maior
concentracao (36,3 %).

O oleo essencial avaliado exibiu alta
atividade leishmanicida frente  formas
promastigotas de Leishmania amazonensis
com Clgo = 4,67 pg/mL. Em relacéo a atividade
citotoxica, o OE demonstrou também
toxicidade frente a macrdfagos peritoneais
(CCso = 49,52 pg/mL).

Estes resultados indicam que
moléculas bioativas presentes no OE das
folhas de O. odorifera podem ser utilizadas
para o desenvolvimento de novos farmacos
e/ou como fonte de matérias-primas
farmacéuticas com atividade leishmanicida.
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Introducdo:

A leishmaniose é uma doenca
infecciosa, ndo contagiosa, causada por
protozoarios do género Leishmania, endémica
ao redor do mundo, que afeta mais de 12
milhdes de pessoas em 98 paises e apresenta
alta endemicidade, morbidade e mortalidade
em populacdes da Africa, Asia, América

Latina, Bacia Mediterranea, Oriente Médio e
Austrdlia. Especificamente no Brasil, essa
doenca esta presente em 19 dos 27 estados
com padrdo de transmissdo rural. O
tratamento das leishmanioses é feito a base
de antimoniais pentavalentes, anfotericina B e
pentamidinas, as quais sado téxicas, de custo
elevado, dificil administracdo e podem causar
resisténcia ao parasito (BASTOS et al. 2016).

Lauraceae é uma familia boténica
conhecida por possuir espécies com interesse
comercial pelos seus 6leos essenciais, com
aproximadamente 50 géneros e 2500
espécies. Destas, 400 espécies distribuidas
em 25 géneros sdo encontradas no Brasil,
possuindo grande incidéncia na regido
Amazbnica. Os trabalhos ja& publicados
descrevem a composi¢do quimica dos Oleos
essenciais de Lauraceae com predominancia
de terpenos (YAMAGUCHI et al. 2013)

A espécie O. odorifera é reconhecida
fitoquimicamente pela sintese de flavonoides,
como o canferol e quercetina, polipropanoides,
esteroides e Oleos essenciais com
sesquiterpenos (ROGATTO et al. 2014).

Os Oleos essenciais sdo considerados
fontes de substancias naturais de baixo peso
molecular, constituidos principalmente por
monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides. Possuem diversas atividades
biol6gicas, como por exemplo, propriedade
antioxidante, antibacteriana, antifungica,
antinociceptiva, leishmanicida, antinflamatoria
e inseticida (JACOB et al. 2017). Por este
motivo, 0s 0Oleos essenciais extraidos de
plantas tém despertado o interesse de nosso
grupo de pesquisa na busca por produtos
naturais com promissoras atividades
bioldgicas.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in
vitro, as atividades leshimanicida e citotdxica e
determinar a composicao quimica do 6leo
essencial das folhas de Ocotea odorifera, uma
espécia de Lauraceae ocorrente no sul de
Minas Gerais.

Metodologia:
As folhas de O. odorifera foram

coletadas na regido de Machado-MG em julho
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de 2016. O material vegetal foi identificado
pelo boténico Walnir F. G. Junior e uma
amostra  depositada no  Herbario do
IFSULDEMINAS sob o registro n° #0306.

Para extracdo do 6leo essencial, as
folhas (100 g) foram reduzidas em moinho de
facas e submetidas as extracdes dos Oleos
essenciais pelo método de hidrodestilacdo em
aparelho do tipo clevenger, por um periodo de
2 horas a partir da ebulicdo. Em seguida, o
hidrolato foi submetido a particdo liquido-
liguido em funil de separagdo. Foram
realizadas trés lavagens do hidrolato com trés
porcdes de 10 mL de diclorometano. Os 6leos
essenciais extraidos foram secos com sulfato
de sodio anidro, acondicionados em pequenos
frascos de vidro a&mbar e mantidos sob
refrigeragdo até a realizagdo dos ensaios
biolégicos e andlise por CG-EM. Todo o
procedimento foi feito em triplicata.

Os oOleos essenciais foram diluidos
em hexano e submetidos a andlise em
cromatégrafo em fase gasosa modelo QP-
5000 da Shimadzu® com detector por
espectrometria de massas (CG-EM). A andlise
foi realizada com coluna capilar de silica
fundida, modelo DB-5 (30 m de comprimento x
0,25 mm de diametro interno x 0,25 pm de
espessura de filme) da Shimadzu®, sendo
utilizado como gas de arraste hélio (He) em
fluxo de 1,0 mL/min. A injecdo em modo Split
1:20 foi realizada com injetor a 240 °C. A
temperatura do detector foi de 270 °C e o
forno de 60 a 180 °C a 3 °C/min. Para a
deteccdo foi aplicada a técnica de impacto
eletronico a 70 eV.

A determinacdo da composicéo
guimica dos 6leos essenciais foi realizada
através dos espectros de massas, obtidos por
CG-EM. Os compostos volateis foram
identificados por comparagdo dos tempos de
retencdo obtidos com os tempos de retencdo
de hidrocarbonetos lineares (série homoéloga
de C;0-Cy) que foram coinjetados com a
amostra. Os indices de retengdo e o0s
espectros de massas foram comparados com
dados das espectrotecas Wiley e Nist e da
literatura (ADAMS, 2007).

Para  avaliagéo da  atividade
leishmanicida, as formas promastigotas de L.
amazonensis (MHOM/BR/PHS) foram
mantidas em meio de cultura RPMI 164
(Gibco) suplementado com 10% de soro fetal
bovino. Posteriormente, cerca de 1x10°
parasitos foram distribuidos em placas de 96
pocos e o Oleo essencial foi previamente
dissolvido em DMSO (Synth) e adicionado as
culturas nas concentragbes de 3,12 a 50
pg/mL.  Anfotericina B foi adicionada nas
culturas nas concentracbes de 0,19 a 3,12

pHg/mL. Para a atividade citotéxica, a obtencéo
dos macréfagos peritoneais, foi aplicado em
camundongos BALB/c 500 pL de tioglicolato
de sodio a 3 %, via intraperitoneal. As
metodologias utilizadas neste trabalho para as
atividades leishmanicida e citotdxica ja foram
previamente relatadas na literatura (ESTEVAM
et al. 2016; DE LIMA et al. 2012).

Resultados e Discusséo:

O oOleo essencial das folhas de O.
odorifera apresentou elevado rendimento de
1,5 %, semelhante ao rendimento observado
anteriormente para o0 Oleo essencial de
Endlicheria citriodora outra espécie da familia
Lauraceae que apresentou O mesmo
rendimento (YAMAGUCHI et al. 2013).

A andlise do oleo essencial das folhas
de O. odorifera exibiu uma mistura complexa
de monoterpeno, sesquiterpenos e
fenilpropanoides, com destaque aos
fenilpropanoides (38,1 %), sesquiterpenos
hidrocarbonados (30,0 %) e monoterpenos
oxigenados (11,4 %). O tatal de constituintes
identificados foi de 98,9%. O constituinte
majoritario do 6leo essencial das folhas de O.
odorifera foi o safrol (36,3 %) Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica do safrol

Os constituintes minoritarios
identificados foram: a-pineno (0,7 %),
sabineno (2,5 %), B-pineno (0,9 %), p-cimeno
(0,5 %), limoneno (1,6 %), eucaliptol (3,7 %),
camfor (6,5 %), a-terpineol (1,2 %),
bicicloelemeno (2,6 %), eugenol (1,8 %), a-
copaeno (6,0 %), B-elemeno (2,7 %), B-
cariofileno (1,3 %), aristoleno (3,9 %), a-
humuleno (1,8 %), viridifloreno (4,2 %), v-
cadineno (6,6 %), ©o-cadineno (0,9 %),
espatulenol (5,8 %), globulol (1,4 %), v-
eudesmol (1,5 %), isoespatulenol (0,3 %) e B-
eudesmol (1,4 %).

A atividade leishmanicida observada no
presente trabalho pode estar relacionada a
presenca do safrol que é comercializado no
mundo inteiro sendo utilizado em varios ramos
industriais, como no preparo de medicamentos
com propriedades sudorificas, antirreumaticas,
antiparasitarias, antissifiliticas, diuréticas e
como repelente de mosquitos e fixador em
perfumes (PINTO-JUNIOR et al., 2010).

O Oleo essencial das folhas de O.
odorifera apresentou promissora atividade
leishmanicida e quando testados frente as

2



69?2 Reunido Anual da SBPC - 16 a 22 de julho de 2017 - UFMG - Belo Horizonte/MG

formas promastigotas de L. amazonensis,
observou-se um aumento da lise dos parasitos
também com o aumento da concentracdo dos
Oleos essenciais, apresentando valor de Clsg
de 4,67 pg/mL, utilizando como padrdo o
anfotericina B (Clsp = 1,88 pg/mL).

Em relacéo a atividade leishmanicida, é
descrito na literatura que amostras que exibem
valores de ICsy < 10 pg/mL sdo consideradas
altamente ativas, ativas (10 < ICso < 50 pg/mL),
moderadamente ativa (50 < ICsy < 100 pg/mL)
e inativa (ICso > 100 pg/mL) (DE LIMA et al.
2012).

O oOleo essencial das folhas de O.
odorifera  exibiu toxicidade frente aos
macrofagos peritoniais de camundongos com
valor de CCsg = 49,52 ug/mL, enquanto que o
farmaco anfotericina B (controle positivo)
demonstrou CCs, = 51.86 pg/mL. E descrito na
literatura que amostras com CCgy < 10 pg/mL
foram classificadas como altamente téxicas,
toxicas (10 < CCg < 100 pg/mL),
moderadamente tdéxicas (100 < CCs, <1000
Mg/mL) e ndo toxicas (CCsy > 1000 pug/mL) (DE
LIMA et al. 2012).

Em suma, a forte atividade anti-
Leishmania e a citotoxicidade observadas para
0 Oleo essencial das folhas de O. odorifera séo
devidas ao fato de que a maioria dos O6leos
essenciais possui um grande numero de
constituintes que n&o possuem alvos celulares
especificos. Os Oleos essenciais possuem
carater apolar e podem facilmente atravessar
as paredes celulares e membranas
citoplasmaticas. Assim sendo, oS
componentes dos 6leos essenciais atravessam
a membrana, causam a coagulacdo do
citoplasma, desnaturam as proteinas,
interrompem  vias metabdlicas como a
biossintese de varios lipidios e podem
finalmente levar a morte celular por necrose e
apoptose (RAUT & KARUPPAYIL, 2014).

Conclusoes:

Com base nos resultados deste estudo,
pode-se concluir que o 6leo essencial de
folhnas de O. odorifera possui forte atividade
anti-Leishmania amazonensis e apresentou-se
toxico contra macréfagos peritoniais de
camundongos. Entretanto, ainda  séo
necessarios estudos adicionais in vivo para
justificar e avaliar melhor o potencial uso do
6leo essencial das folhas de O. odorifera como
agente leishmanicida.
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