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Resumo:

Novos principios ativos para o
tratamento da Leishmaniose Visceral séo
necessarios. O objetivo deste trabalho foi
determinar a composicdo dos 6leos essenciais
de Thuja occidentalis (OTO) e Leptospermum
scoparium (OLS), bem como avaliar a acdo
dos mesmos frente a Leishmania infantum.

As andlises dos 6leos em CG/EM e
CG/DIC permitiu identificar a-tuiona como
componente mais abundante de OTO, e cis-
calameneno e leptospermona como 0S
majoritarios de OLS.

O bioensaio foi realizado e apos 24
horas de incubacdo de promastigotas de L.
infantum com os 6leos, foi feito o MTT. ApGs
leitura em leitor de microplacas, foram obtidas
densidades Opticas que foram analisadas em
software GraphPrism 6.0. OTO demonstrou
efeito contra as promastigotas sendo similar ao
do controle positivo Anfotericina B. Ja OLS foi
ineficaz sobre as promastigotas.

Ambos os 6leos deverao ser testados
sobre amastigotas de L. infantum e
macrofagos de mamiferos a fim de serem
considerados aptos para os testes in vivo.

Palavras-chave:
Produto Natural; in vitro; Leishmaniose
Visceral.

Introducdo:

A leishmaniose visceral (LV) é uma
Zoonose cujo agente etioldgico € o protozoario
Leishmania infantum®. No ambiente doméstico,
0 cao (Canis familiaris) é o reservatorio
envolvido na manutencdo do ciclo zoondético
predominante em regides do Brasil. A
imunossupressdo causada por Leishmania
spp. pode gerar infec¢cbes oportunistas,
dificultando do mesmo modo o diagndstico da
LV Canina (LVC)>.

A guimioterapia usada no tratamento
da leishmaniose é baseada na utilizagdo de
medicamentos que possuem metais pesados
toxicos. Além disso, esse tratamento nao é
satisfatério em termos de efetividade e
toxicidade, pois a resisténcia e a sensibilidade
de diferentes cepas as drogas existentes
também dificultam o tratamento®. Em cées, o
tratamento ndo € uma medida recomendada,
pois ndo diminui a importancia do cao como
reservatorio do parasito e nédo proporciona a
cura®.

A auséncia de uma vacina eficaz contra
leishmaniose leva a necessidade urgente de
drogas efetivas para substituir ou suplementar
aquelas de uso corrente.

Nesse contexto, estudos tém
direcionado esforcos em prol de investigacdes
sobre extratos, 6leos essenciais e metabdlitos
especiais puros obtidos de plantas que séo
eficazes contra Leishmania spp e tém reduzida
toxicidade para hospedeiros humanos®.

Oleos essenciais sd0  misturas
complexas constituidas por substancias de
baixo peso  molecular, principalmente
monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides, entre outras, pertencentes ao
metabolismo secundario das plantas®.

Thuja occidentalis L. (Cupressaceae),
comumente conhecido como Arbor vitae ou
cedro branco, é empregado na medicina
popular para tratar catarro brénquico, enurese,
cistite, psoriase, carcinomas  uterinos,
amenorréia e reumatismo’. Estudos realizados
com seu Oleo essencial relatam sua acdo
antimicrobiana®, nematicida e inseticida’®.

Leptospermum scoparium JR & G Forst
(Myrtaceae), conhecida com arvore Manuka,
tem seus diferentes extratos empregados na
medicina tradicional como sedativos e
remédios para cicatrizacdo de feridas®™.
Atividades antiinflamatéria, antimicrobiana,
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herbicida e acaricida de seu Oleo essencial
estdo descritas na literatura™.

Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi determinar a composicao quimica
dos 6leos essenciais de T. occidentalis (OTO)
e L. scoparium (OLS), bem como avaliar a
acdo anti-Leishmania dos mesmos sobre
promastigotas de Leishmania infantum.

Metodologia:

Os 06leos essenciais foram adquiridos
comercialmente na loja virtual de uma
empresa do ramo de Aromaterapia. OTO e
OLS sédo originarios, respectivamente, do
Brasil e da Austrdlia, sendo o0s mesmos
obtidos a partir de suas folhas pelo método de
destilacdo de arraste a vapor.

As andlises dos 0Oleos para determinagéo
da composicdo foram realizadas no
Departamento de Quimica da UFRRJ
(Seropédica-RJ).

Dessa forma, os Oleos tiveram sua
andlise qualitativa efetuada em cromatografo a
gas acoplado a espectrdmetro de massa
(CG/EM). Os constituintes dos 6leos foram
identificados através da comparacao visual de
seus espectros de massas com aqueles
existentes na literatura’® e  espectros
fornecidos pelo banco de dados (NIST08) do
equipamento e, também, pela comparacao dos
indices de retencdo com aqueles existentes na
literatura®®>. Uma solucéo padréo de n-alcanos
(C8-C20) foi injetada nas mesmas condi¢bes
cromatograficas da amostra, e utilizada para
obter os indices de retencdo conforme descrito
por Van Den Dool e Kratz*.

Para quantificagdo dos constituintes, os
6leos foram analisados em cromatdgrafo a gas
equipado com um detector de ionizacdo de
chamas (CG/DIC). A percentagem dos
constituintes foi calculada através da area de
integral de  seus respectivos  picos,
relacionadas com a area total de todos os
constituintes da amostra.

O bioensaio de atividade anti-
Leishmania foi realizado no Laboratério de
Doencas Parasitarias — LABODOPAR da
UECE (Fortaleza-Ce).

Assim,  promastigotas da cepa
Leishmania infantum  MHOM/BR/1972/LD
foram cultivadas em meio M199, acrescido de
10% de soro fetal bovino (SFB), HEPES,
Hemina bovina (Inlab®), bicarbonato de sédio
e 40mg/mL gentamicina com pH 7,2 - 7,4. O
cultivo foi mantido em estufa tipo BOD ( 23,6
°C) e o repique foi feito a cada 3 dias. As
promastigotas foram contadas em camara de
Neubauer e a concentracéo final utilizada foi
de 1,25x10° promastigotas/poco.

As concentrac@es dos 6leos usadas no

experimento variaram de 0,098 al00 pg/mL e
foram obtidas a partir da diluicdo em série, de
acordo com Rondon et al.'*. Ap6s 24h de
incubacdo dos parasitos com os 6leos, foi
realizado o teste com o MTT para determinar a
concentracdo inibitéria de 50% das células
(Clsg). Para o controle positivo foi empregada a
anfotericina B e para o controle negativo foi
usado apenas 0 meio com 0s parasitos. Os
Oleos foram testados em triplicata. Os
resultados foram lidos com leitora de
microplaca Multiskan MS com filtro de 570nm.

Apl6s a transformacdo dos dados, as
densidades 6pticas (DO) foram normalizadas
para valores percentuais onde o maior valor de
DO foi considerado 100% de viabilidade
(parasitos vivos) e o menor valor de DO
considerado de 0% (parasitos mortos). Depois,
foi instituida a analise por regressao nao-linear
para determinagdo da Cls. Para analise
comparativa entre os tratamentos e o controle
positivo foi aplicado a ANOVA two-way
seguido do teste de Bonferroni. Todas as
analises foram elaboradas no software
GraphPad Prism 6.0.

Resultados e Discusséo:

Os compomentes de OTO e OLS foram
identificados e estéo listados na Tabela 1.

Quanto ao OTO, onze constituintes
quimicos, representando 100% desse Oleo,
foram identificados. Entre esses, foram
identificados oito hidrocarbonetos
monoterpénicos (22,98%) e trés monoterpenos
oxigenados (77,02%), sendo a Ultima a classe
de substancias a mais abundante no 6leo. A
analise desse Oleo revelou, ainda, que a-
tuiona é o constituinte majoritario com teor de
66,53%.

Em relagdo ao OLS, um total de 20
constituintes, representando 99,99% do 0Oleo,
foram detectados. Entre esses, foram
reconhecidos um hidrocarboneto
monoterpénico (1,22%), 13 hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (59,89%), trés tricetonas
(35,72%) e trés sesquiterpenos oxigenados
(3,16%). Assim, esses dados revelam que os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos sdo a classe
de compostos mais abundantes no OLS.

Além disso, a analise revelou, como
componentes majoritarios desse 6leo, 0 cis-
calameneno (26,63%) e a leptospermona
(23,03%).
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Tabela 1. Composicdo, percentagens dos
componentes identificados e das classes (%)
nos Oleos essenciais de Thuja occidentalis
(OTO) e Leptospermum scoparium (OLS)

Componentes identificados OTO% OLS%

Hidrocarbonetos

monoterpénicos 2298 122
a-thujeno 0,81 -
a-pineno 1,77 1,22
Sabineno 13,41 -
Mirceno 1,79 -
a-terpineno 0,96 -
para-cimeno 1,21 -
Limoneno 1,17 -
y-terpineno 1,86 -
Monoterpenos oxigenados 77,02 -
a-tuiona 66,53 -
B-tuiona 4,74 -
Terpinen-4-ol 5,74 -
H|droc.arboAneftos i 59,89
sesquiterpénicos

a -cubebeno - 2,40
a -ylangeno - 6,21
a -gurjuneno - 1,00
E-cariofileno - 1,96
Aromadendreno - 2,76
trans-murrola-3,5-dieno - 1,34
allo-aromadendreno - 0,82
dauca-5,8-dieno - 1,90
trans-cadina-1(6),4-dieno - 0,51
B -selineno - 6,34
a -selineno - 4,81
cis-calameneno - 26,63
trans-cadina-1,4-dieno - 3,21
Tricetonas - 35,72
Flavesona - 5,62
iso-leptospermona - 7,07
Leptospermona - 23,03
Sesquiterpenos oxigenados - 3,16
Espatulenol - 0,85
oxido de cariofileno - 1,40
Cubenol - 0,91
Total 100 99,99

Em relagdo ao bioensaio com
promastigotas de Leishmania infantum, o OTO
apresentou efeito sobre promastigotas com
valor de Cls, de 0,050 pg/mL (Clgs de 0,031 -
0,082) sendo similar ao controle positivo
Anfotericina B, cujo valor de Clsq foi de 0,051
pg/mL (Clgs de 0,026 - 0,099). J& o OLS néo
apresentou efeito sobre promastigotas. De
acordo com a literatura, produtos que
apresentam valores de Clso inferiores a 10
Mg/mL  sdo considerados com atividade
elevada contra organismos eucariéticos, como
Leishmania ssp. Portanto, somente o OTO
exibiu promissora atividade leishmanicida
guando testado frente as formas promastigotas

de L. infantum.

O potencial leishmanicida de O6leos
essenciais tem sido descrito na literatura. Por
exemplo, o estudo realizado por Rosa et al.'®
relata que o Oleo de Croton cajucara, rico em
linalol, apresentou Cls, de 0,008 pg/mL frente
a promastigotas da espécie L. amazonensis.
Em outro trabalho, foi descrito Clso de 19,76
Mg/mL resultante do efeito biocida do 6leo de
Lippia sidoides, abundante em timol, contra
promastigotas de L. chagasi (sinonimia
Leishmania infantum)*,

Geralmente, o constituinte majoritario €
0 responsavel pela atividade biolégica
apresentada pelo 6leo essencial®’.

Assim, no presente trabalho, a
propriedade anti-Leishmania exibida pelo OTO
pode estar associada ao alto teor do
monoterpeno a-tuiona em sua composi¢ao.

Conclusoes:

A andlise quimica dos 6leos possibilitou
identificar a-tuiona como componente mais
abundante do OTO e cis-calameneno e a
leptospermona como os majoritarios de OLS.

Os resultados do bioensaio mostraram
que OTO apresentou elevada atividade contra
promastigotas L. infantum. Essa atividade
bioldgica pode estar associada ao elevado teor
de a-tuiona nesse 6leo.

Apesar do OLS nao ter apresentado
efeito sobre promastigotas, isso ndo é o
suficiente para 0 mesmo ser totalmente
menosprezado visto que a forma presente no
hospedeiro mamifero é a amastigota, parasito
intracelular obrigatério de células do Sistema
Fagocitico Mononuclear. Assim, ainda €
necessaria a analise in vitro desses dois 6leos
contra as amastigotas de L. infantum e a
citotoxicidade em macrofagos de mamiferos
para entdo serem considerados aptos para os
testes in vivo.
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