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RESUMO

BRITO, A. M. G. Atividade do dleo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
e Citral contra leishmaniose visceral. Tese de Doutorado, 88 paginas, Aracaju-
SE, 2013.

No Brasil as leishmanioses atingem 19 estados, sendo que mais de 90% dos casos
humanos da doenga concentram-se na regido Nordeste, havendo ainda focos
importantes nas regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste. Estudos sinalizam para a
ocorréncia de cerca de 20.000 casos anuais da doenga. A necessidade de novos
farmacos mais eficazes, seguros e acessivel para o tratamento das leishmanioses, em
especial a visceral, posto, acomete figado, bago, sistema reticuloendotelial, medula
0ssea e linfonodos torna-se relevante. De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude, as espécies vegetais sao fontes de farmacos importantes para humanidade e o
Brasil possui 60,7% do seu territério de florestas naturais e plantadas, representando a
segunda maior area florestal do mundo, atrds apenas da Russia. Assim, esse estudo
objetivou investigar as atividades do éleo essencial de Cymbopogon citratus e Citral
contra Leishmania (L.) chagasi. Para tal, obteve-se o 6leo das folhas fresca colhidas
na fazenda Mae Terra, localizada em Santana do Sao Francisco/SE, ja o Citral foi
adquirido da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Foram realizadas suas
Cromatografias Gasosas e Deteccdes por lonizagdo de Chama para identificar seus
constituintes quimicos, bem como avaliacdo das concentracées inibitérias 50% nas
promastigotas e amastigotas na Leishmania supracitada, ensaios de citotoxicidade,
producdo de oxido nitrico e fluorescéncia para detectar possivel aumento da
permeabilidade de membrana em presenga do Citral foram desenvolvidos. Atividades
farmacologicas foram constatadas em promastigotas (Cls/48 horas 25ug/mL para 6leo
e 30 pg/mL para Citral), entretanto, nao foi encontrada agdo nas amastigotas. A
citotoxicidade (Cls, foi de 26,25 ug/mL para 6leo e 33,96 ug/mL para Citral). Quanto ao
aumento na produgdo de oxido nitrico, essa nao ocorreu, todavia, foi observada
formacdo de poros nas membranas celulares nos promastigotas em presenca de
Citral. Portanto, o 6leo essencial de Cymbopogon citratus e Citral pode vir a ser
usados como medida preventiva contra leishmaniose visceral. Uma vez que as

promastigotas sdo as formas que infectam os animais vertebrados, inclusive o homem.

Palavras-chave: Produtos naturais, plantas aromaticas, Cymbopogon citratus; Citral,

leishmaniose visceral.
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ABSTRACT

BRITO, A. M. G. Activity of the essential oil of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
and Citral against visceral leishmaniasis. Doctoral Thesis, 88 pages, Aracaju-SE,
2013.

In Brazil leishmaniasis reach 19 states, and more than 90% of human cases of the
disease are concentrated in Northeast region, there is still important regions foci in the
Midwest, North and Southeast regions. Studies point for the occurrence of about
20.000 new cases annually of the disease. The need for new drugs more effective,
safe and accessible for the treatment of leishmaniasis, visceral in particular, later on,
affects liver, spleen, reticuloendothelial system, bone marrow and lymph nodes
becomes relevant. Furthermore, according to the World Health Organization, the plant
species are the best and major source of drugs for humanity and Brazil has 60.7% of
its territory of natural and planted forests, representing the second largest forest area in
the world, only behind from Russia. Thus, this study aimed investigated the activities of
the essential oil of Cymbopogon citratus and Citral against Leishmania (L.) chagasi. In
order for this to happen, oil from fresh leaves were harvested on the Mother Earth farm,
located in Santana do Sao Francisco/SE. The Citral was acquired from Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Germany). Gaseous Chromatography and Detections by Flame lonization
were carried to identify its chemical constituents, just like an evaluation of inhibitory
concentrations 50% in promastigotes and amastigotes in Leishmania mentioned
beforehand, cytotoxicity assays, nitric oxide production and fluorescence to detect
possible increase of membrane permeability in the presence of Citral were developed.
Pharmacological activities were found in promastigotes (Cls,/48 hours 25ug/mL for oil
and 30 pg/mL for Citral), however, activities were not found in amastigotes. The
cytotoxicity (Clso was 26.25 pg/mL for oil and 33.96 pg/mL for Citral). As for the
increased production of nitric oxide, this did not occur, however, pore formation was
observed in cell membranes of promastigotes in the presence of Citral. Therefore, the
essential oil of Cymbopogon citratus and Citral may come to be used as preventive
measure against visceral leishmaniasis. Since the promastigotes are the ways that

infect vertebrates, including man.

Key-words: Natural products, aromatic herbs, Cymbopogon citratus, Citral, visceral

leishmaniasis.
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Atividade do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf e Citral contra leishmaniose
visceral

1 Introducao

As leishmanioses causadas por protozoarios do género Leishmania sé&o
endémicas em 88 paises, incluindo alguns dos continentes europeus e, essencialmente,
nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento como o Brasil. Essa doenca
tropical potencialmente fatal é considerada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
como a segunda protozoose mais importante em saude publica (GIL et al., 2008).

No Brasil, as leishmanioses atingem 19 estados, sendo que mais de 90% dos
casos humanos da doenca concentram-se na regido Nordeste, havendo ainda focos
importantes nas regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste. Estudos sinalizam para a
ocorréncia de cerca de 20.000 novos casos anuais da doenga (MAIA-ELKHOURY et al.,
2008). Os medicamentos utilizados para o tratamento das parasitoses acima referidas
demonstram variabilidade de sua eficacia, desencadeiam reacdes adversas danosas e
apresentam casos de resisténcia (MALTEZOU, 2010; TEMPONE; OLIVEIRA;
BERLINCK, 2011).

O estado de Sergipe é considerado como area endémica para leishmaniose
chagasi. Dados obtidos no Departamento de Informatica do Sistema Unico de Salde
(DATASUS) mostraram que o numero de casos por ano no periodo de 2003 a 2011
notificados em Sergipe foram: 12 casos no ano de 2003, 29 em 2004, 41 em 2005, 50 em
2006, 75 em 2007, 79 em 2008, 45 em 2009, 90 em 2010 e 83 casos em 2011
(DATASUS, 2012).

A incidéncia de milhées de novos casos por ano, bem como as deficiéncias no
tratamento atual mostra uma necessidade premente por novos medicamentos para as
leishmanioses (GACHET et al.,, 2010). Essa circunstancia justifica a busca de novas
moléculas que possuam efetividade contra elas, em especial a visceral, sendo 0s
produtos naturais uma importante fonte de pesquisa (ESPINDOLA, 2007). Conforme a
OMS, as espécies vegetais sao interessante fonte de farmacos para humanidade
(ROCHA et al., 2005). Nesse ambito se inclui as plantas aromaticas que por metabolismo
secundario originam os 6leos essenciais (BRITO et al., 2008).

O oleo essencial de Cymbopogon citratus que é uma espécie vegetal originaria da
india e amplamente distribuida por varios paises tropicais, entre eles o Brasil, tem sido
empregado como aromatizante em perfumaria, industria cosmética e alimenticia por seu

forte odor de limao e também para obtencao do Citral, seu principal constituinte (COSTA



Atividade do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf e Citral contra leishmaniose
visceral

et al., 2005). Igualmente possui acbes farmacolégicas reconhecidas tais como
antiespasmadica (SIMOES et al., 1999), antiasmatica (FERREIRA; FONTELES, 1985),
fungicida (KISHORE; MISHARRI; CHANSOURIA, 1993) e antibacteriana (MAHMOUD,
1994).

O aumento do ndmero de casos de leishmaniose visceral no Brasil e em especial
Sergipe, notadamente em Aracaju, os problemas enfrentados no que concerne ao seu
tratamento, a indisponibilidade de vacina eficaz e atentando para biodiversidade existente
na flora brasileira e o seu potencial como fonte de moléculas bioativas a serem

averiguadas foram pontos que propiciaram o desenvolvimento dessa pesquisa.

Assim, esse estudo objetivou investigar a atividade do O6leo essencial de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf e Citral contra Leishmania (L) chagasi. Para tal, foram
realizadas Cromatografias Gasosas e Deteccdes por lonizagcdo de Chama para identificar
seus constituintes quimicos, avaliacdo das concentracdes inibitérias 50% (Clsg) em
promastigotas e amastigotas intracelulares da Leishmania supracitada, além de ensaios
de citotoxicidade, producao de oxido nitrico e alteracédo de permeabilidade da membrana
celular para observar possivel desestabilizacdo da membrana na presenca do Citral.

O presente trabalho foi estruturado como segue: Introducdo, Revisdo da
Literatura, Objetivo Geral e Especificos, Metodologia, Resultados e Discussao, bem como
Conclusao, Proposta para outros Trabalhos, Referéncias e Anexos.



Atividade do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf e Citral contra leishmaniose
visceral

2 Revisao da Literatura

2.1 Plantas Medicinais: aspectos gerais

A procura por alivio e cura de agravos a saude pela ingestao de ervas e folhas,
talvez, tenham sido uma das primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais
(VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006). O uso de plantas no tratamento de doengas no
homem data de tempos remotos com registro na antiga China ha cerca de 2.700 a. C. e
em papiros egipicios por volta de 1500 a. C. (SOUZA et al., 2007). A medicina tradicional
chinesa progrediu com tal magnificéncia e desempenho que nos dias atuais muitas
espécies e preparados vegetais medicinais sdo estudados na busca do entendimento de
seu mecanismo de acao e no isolamento de principios ativos (KOSSUNGA, 2008).

Um exemplo notavel de produtos naturais que desencadearam grande impacto na
humanidade, e de certa maneira modificou o comportamento do homem moderno, foi a
descoberta das substancias alucinégenas. Os povos antigos usavam rapés e bebidas
alucinégenas em suas atividades religiosas (HOSTETTMANN et al., 2003).

O 6pio, preparado dos bulbos de Papaver sonniferum, € conhecido ha séculos por
suas propriedades soporiferas e analgésicas. Essa planta foi utiliza desde a época dos
Sumérios (4.000 a. C.), existindo relatos na mitologia grega atribuindo a papoula do épio
o simbolismo de Morfeu, o deus do sono. Em 1803 Derosne descreveu o “sal de 6pio”
iniciando os primérdios dos estudos sobre a constituicAo quimica do 6pio, cujo sao
obtidos alcal6ides como morfina utilizada até os dias atuais para analgesia, codeina
como antitussigeno, tebaina um antagonista da morfina, narcotina com agao
espasmolitica e antitussigena e papaverina que possui atividade espasmolitica
(AMAROZO, 2002).

A eficiéncia da morfina como analgésico foi reconhecida apdés a invencédo da
seringa hipodérmica em 1835, sendo largamente utilizada pelas tropas dos Estados
Unidos durante a Guerra Sucessao entre 1861 a 1865 (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998). A historia do Brasil esta estreitamente relacionada ao comércio de produtos
naturais (as especiarias), 0s quais marcaram as varias disputas de posse da nova terra
que culminou com a colonizagdo portuguesa. Do Pau-Brasil (Cesalpinea echinata) era
obtido um corante vermelho muito utilizado para tingimento de roupas e como tinta de

escrever, ja utilizado nas indias orientais desde a idade média (SOUZA et al., 2008).
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Apesar da utilizagdo dos produtos naturais desde tempos imemoraveis, o
desenvolvimento e aplicagdo deles apresentaram pouco progresso até a década de 1940.
Esse fato estd atrelado as inUmeras limitagbes existentes para a caracterizagdo dos
principios ativos presentes nas espécies, visto que até entdo, a principal ferramenta
utilizada para a elucidacdo da composi¢cdo de suas substancias era a execugdo dos
métodos quimicos de andlises, que consistiam no uso de reacdes de degradacao,
derivatizacdo e identificacdo de grupos funcionais, na tentativa de se determinar a
estrutura da molécula ambicionada (MACHADO et al., 2010).

Nao obstante a importancia dos métodos quimicos de analise, a area de produtos
naturais somente pode se desenvolver a partir do advento dos métodos fisicos de andlise
e de purificagcdo, como exemplo a espectroscopia na regido visivel, ultravioleta e
infravermelho no inicio dos anos quarenta e ressonancia nuclear magnética nos anos
sessenta (ALVES, 2001). No século XIX, com o desenvolvimento da industria
farmacéutica, os produtos naturais comecaram a ser explorados comercialmente para o
desenvolvimento de medicamentos e as plantas terrestres tiveram grande importancia
como a primeira fonte de matéria prima para essas industrias (SILVA; DE PAULA;
ESPINDOLA, 2009).

O marco mais importante para o progresso dos farmacos a partir de produtos
naturais, talvez, tenha sido a descoberta dos salicilatos obtidos da casca de Salix alba,
que possuem propriedades analgéticas e antipiréticas. Do extrato de Salix alba foi isolado
a salicina, a qual foi usada como modelo para a sintese do acido salicilico e do acido
acetilsalicilico (AAS), um composto menos &cido que o acido salicilico, mas, com a
mesma propriedade analgésica desejada. Ap6s mais de um século de sua descoberta o
AAS ainda continua sendo alvo de inUmeras pesquisas sobre sua aplicagdo terapéutica
(YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO 2001).

A importancia dos produtos naturais de origem vegetal no combate a diferentes
tipos de doenga que acometem a espécie humana pode ser constatada pelo grande
numero de farmacos que estdo disponiveis no mercado, cujos se citam artemisina, um
antimalérico obtido da planta Artemisia annua, atropina, anticolinérgico extraido da planta
Atropa belladona, estreptomicina, o primeiro antibidtico utilizado no tratamento da
tuberculose, isolado do fungo Estreptomyces griséus, pilocarpina retirada das folhas da
planta Pilocarpus jaborandi, usada como colirio no tratamento de glaucoma, entre outros
(ROCHA et al., 2005).
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Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostraram que
aproximadamente 80% da populacdo mundial recorrem do uso de plantas medicinais
para satisfazer suas necessidades de cuidados primarios de saude, sendo que 30% dos
usuarios utilizam fitoterapicos por indicagdo médica (MARTINS, 2000; ALBAGLI, 2001).

2.2 Plantas Aromaticas

O desenvolvimento sustentavel de um pais depende fundamentalmente de uma
politica estavel de educacgdo, ciéncia, tecnologia e inovagéo, defendida na preservagao
da natureza, na biodiversidade e na exploragéo racional de fontes naturais necessarias
para alimentacao, avango social e econdmico, num cenario que assegura a manutengao
da saude e a cura de doencas (BRAZ FILHO, 2010).

As atividades da fotoquimica podem contribuir significativamente para a
concretizagdo do plano acima referido através da investigacao da flora e seu quimismo,
da propalacdo e geragdo de novos saberes e da formacdo de recursos humanos
qualificados. A quimica de produtos naturais (QPN) de vegetais — fitoquimica, como é
entendida nos dias atuais, se dedica a caracterizacdo estrutural, avaliacdo de
propriedades e investigagces biossintéticas de substancias naturais produzidas pelo
metabolismo secundario de organismos vivos (TORSSELL, 1983).

Dentre as plantas medicinais, existem as aromaticas que por metabolismo
secundario origina grupos de compostos de grande importancia econdmica devido seu
crescente uso nas industrias farmacéutica, alimenticia, cosmética, higiene e limpeza. Os
principais grupos de compostos advindos do metabolismo secundério das plantas
aromaticas com atividade bioldgica sdo os alcaldides, flavonoides, cumarinas, taninos,
quinonas e 6leos essenciais (BUSATA, 2006).

O Brasil é detentor de uma flora rica, composta por uma infinidade de espécies
com aplicacbes terapéuticas e possui a maior diversidade genética vegetal
(megabiodiversidade), contando com mais de 55.000 espécies catalogadas, sendo assim
a maior cobertura vegetal em todo o planeta (CORREA, 2002). Conforme Maia; Zoghbi;
Andrade (2001) tinha sido identificada até 2001 noventa espécies aromaticas na regiao
amazébnica, sendo o potencial dessa flora indiscutivel, uma vez que, pode ser
considerada como uma fonte renovavel, apropriada a producdo de esséncias aromaticas,

como alternativa econémica para o desenvolvimento sustentavel.
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2.3 Oleos Essenciais

Sao misturas complexas de substancias volateis lipofilicas comumente odoriferas
e liquidas. Sua principal caracteristica é a volatilidade, diferindo-se, assim, dos 6leos
fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes (NERIO;
VERBEL; SASHENKOT, 2010).

Os 6leos essenciais apresentam também outras caracteristicas tais como
aparéncia oleosa a temperatura ambiente, aroma agradavel e intenso na maioria deles,
solubilidade em solventes orgéanicos apolares. Em &gua possuem solubilidade limitada,
mas suficiente para aromatizar as solugdées aquosas, que sdo nominadas de hidrolatos,
seus sabores sdo geralmente acres (acido) e picantes, cor quando recentemente
extraidos sdo na maioria incolores ou ligeiramente amarelados, sendo poucos os 6leos
que apresentam cor, como o 6leo essencial de camomila com coloragao azulada pelo seu
alto teor de azuleno (PILLA; AMOROZO; FURLAN, 2006).

Y

Quanto a estabilidade, em geral ndo sdao muito estaveis, principalmente na
presenca de ar, calor, luz, umidade e metais, a maioria possui indice de refracao e sao
opticamente ativos. Ja seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos,
alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, perdxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, e até compostos com enxofre. Na
mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragées, normalmente, um
deles € o composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em
baixissimas quantidades ou tracos (SIMOES; SPITZER, 2003).

A grande maioria dos 6leos essenciais é constituida de derivados de terpendides
ou de fenilpropandides (figura 01), sendo que os primeiros preponderam. Os terpendides
sdo advindos de unidades do isopreno e os fenilpropandides sdo procedentes do &cido
chiquimico, que forma as unidades basicas dos &cidos cindmico e p-cumarico. Tais
compostos sdo metabdlitos secundarios (figura 02), cuja origem é explicada a partir do
metabolismo da glicose (SIMOES et al., 2003).
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Figura 2. Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios

Fonte: Adaptado de Simdes et al., (2004)

Os referidos 6leos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, especialmente
nas familias Asteracea, Laminacea, Lauredcea, Myrtdcea, Rutdcea e Apiacea, sua
funcédo envolvem sinais de comunica¢do quimica nos vegetal e atuam como armas de

defesa quimica contra o reino animal (BRITO, 2008).
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O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo influi na
composi¢cao quimica dos 6leos essenciais. A temperatura, umidade relativa do ar,
duracao total da exposicdo ao sol e o regime de vento exercem influéncia direta,
fundamentalmente nas espécies que possuem estruturas histolégicas de estocagem de
6leos essenciais na superficie. No entanto, nos vegetais em que a localizagao de tais
estruturas é mais profunda, a qualidade é mais constante. O grau de hidratacdo do
terreno e a presenca de nutrientes também podem influenciar na composicao dos éleos
essenciais (SILVA et al., 2010).

Os oOleos essenciais podem ser obtidos através de diferentes processos,
dependendo da localizagdo no vegetal, da quantidade e das caracteristicas requeridas
para o produto final. Os processos usuais sao Enfleurage, Destilacdo por Arraste a
Vapor, Prensagem a Frio, Hidrodestilagcdo, Extracdo com Solventes Volateis, gases
Supercritico, Microondas, Turbodestilacao, Hidrodifusdo e Fitdis ou Florasois (SEMEN;
HIZIROGLU, 2005).

Dentre as técnicas supracitadas destaca-se a Destilacdo por Arraste a Vapor.
Nessa técnica, os constituintes do material vegetal possuem pressdo de vapor mais
elevada que a da agua, sendo por isso, arrastados pelo vapor d’agua. Em pequena
escala, emprega-se o aparelho de Clevenger. O 6leo essencial obtido, apds separar-se
da agua, deve ser seco com Na,SO, anidro. Esse procedimento, embora classico, pode
levar a formacdo de artefatos em funcdo da alta temperatura empregada.
Preferencialmente, esse método é utilizado para extrair 6leos de plantas frescas
(WATABE et al., 2006).

Para avaliar a composi¢éao quimica dos éleos essenciais, tem-se que 0s avangos
das técnicas analiticas instrumentais, aliadas a simplicidade, precisao e rapidez, tornaram
a Cromatografia Gasosa (CG) um dos processos mais difundidos para analises quimicas,
por ser uma técnica de separagao eficiente para esclarecer uma determinada estrutura,
tanto na industria quanto nos laboratérios de pesquisa cientifica e geralmente pode ser
acoplada ao Espectrémetro de Massas (EM). Diversos pesquisadores destacam a CG-
EM entre as melhores ferramentas analiticas e de extrema utilidade na analise de
misturas complexas (FALSENJAK; PELJNJAK; KUSTRAK, 1987; KUSTRAK; AVATO et
al., 2005).

No que concerne a qualidade e acondicionamento de um éleo essencial, especial
atencao deve ser reservada quando da sua aquisi¢cao para evitar um produto adulterado.
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Tipicamente, os procedimentos de falsificagao sdo: mistura do éleo essencial com outros
da mesma espécie e qualidade inferior, aumentando o rendimento; diluigio em um
veiculo, geralmente um 6leo carreador; e adicado de compostos sintéticos de baixo preco,
diferentes ou iguais a seus respectivos componentes (BRUNETON, 1993).

Quanto ao acondicionamento por serem fotossensiveis devem ficar armazenados
em frascos de cor ambar (mais comum) ou azul cobalto. A observagdo minuciosa da cor,
odor, variagdo de preco, procedéncia e idoneidade do fornecedor, data de fabricacdo e
de validade sao de suma importancia (LAVABRE, 1997). A validade da maioria dos 6leos
essenciais € de dois anos, os citricos devem ser usados por até um ano, a partir de sua
data de fabricacdo, mas quando diluido em 6leos carreadores sua validade é de alguns
meses, observando-se alteragées na coloragdo e no odor do 6leo citrico (BARATTA et
al., 1998).

Os é6leos essenciais sao produtos de extracdo de uma espécie vegetal e, portanto,
mais concentrados apresentando toxicidade mais elevada que a da planta de origem,
tornando o uso abusivo e sem orientacdo médica inaceitavel. A toxicidade pode ser
aguda ou cronica e ainda ocorrer interacdo medicamentosa entre 0S numerosos
compostos do 6leo e certos medicamentos usados pelo individuo (OLIVEIRA et al.,
2006).

O grau da toxicidade dependera da dose utilizada de 6leo, em alguns casos
dosagens baixas acarretam intoxicagao levando a uma sensibilidade individual que pode
provocar desde sensibilizagdo, num primeiro momento, alergias, por contatos
consecutivos, e reagdes de fotossensibilidade até problemas mais graves, principalmente
quando utilizados por via oral. O uso terapéutico de 6leos essenciais tem se expandido
por todo o mundo, sendo amplamente utilizados contra varias doencas inflamatérias,

alérgicas, reumaticas e artrite ((MORAIS, 2006)

Esses tratamentos sdo reconhecidos através de experimentagdes clinicas, em
especial por aplicacdo na pele, via massagens e unguentos, mas ainda existem poucos
estudos cientificos sobre suas acdes biolégicas. Até entdo tem sido estabelecido,
cientificamente, que cerca de 60% dos O6leos essenciais possuem propriedades
antifungicas e 35% exibem acgéo antibacteriana (MARUYAMA et al., 2005). No entanto,
estudos realizados por Sangwan et al. (1990) e Walker; Melin (1996) demonstraram
existir ainda poucas pesquisas envolvendo a avaliagdo da eficacia de éleos essenciais e

seus componentes no combate a helmintoses e protozooses.
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Na aromaterapia, a via de administracdo mais comum para utilizacdo de 6leos
essenciais é a cutanea, porém, a escolha de outras vias, tais como: oral, parenteral, retal,
vaginal, sublingual ou nasal, depende da orientacdo de um profissional habilitado como
médicos, farmacéuticos, odontélogos e enfermeiros, além da indicagdo clinica ou da
forma farmacéutica em que esta incorporado o éleo essencial, ou das condi¢cées do
usuario havendo, portanto, uma via adequada para cada caso (DE LA CRUZ, 1997).

O cultivo de espécies vegetais aromaticas tem aumentado e a obtencao de 6leos
essenciais constitui importante atividade econémica sendo amplamente utilizados como
fragrancia em cosméticos, aromatizantes de alimentos, bebidas e produtos de utilidade
doméstica, a exemplo de detergentes, sabdes, repelentes de insetos e aromatizantes de
ambientes. Existindo também o emprego deles como intermediarios sintéticos de
perfumes (WOOLF, 1999).

No mercado internacional o Brasil € o décimo maior importador de 6éleos
essenciais e 0 quarto maior exportador somando US$ 98 bilhdes em 2004. Existem hoje
aproximadamente 3.000 6leos conhecidos e 300 comercializados, sendo os seis
principais produzidos e exportados os 6leos de laranja, limao taiti, eucalipto, pau-rosa,
lima e capim-liméo (BARATA; QUADROS, 2006).

David; Mischan; Board, (2007) ressaltaram que os esforgos na busca de
substancias ativas que venham aumentar a produgéo de 6leos essenciais, sdo de grande
importéncia, principalmente, quando se considera a dependéncia da industria
farmacéutica nacional. Os autores ainda afirmaram que a importacdo de matéria-prima

nessa area chega a 80% representando consideravel evasao de divisas para o pais.
2.4 Cymbopogon citratus (D C.) Stapf

O Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, comumente conhecido como capim santo,
capim cidrao, cha-de-estrada, erva-cidreira, capim liméo e capim-cheiroso, € uma planta
originaria do sudoeste asiatico e pertencente a familia das Poaceae (Graminea), sendo
perene e de médio porte, forma-se de touceiras compactas e grandes (figura 03), com
distribuicdo por todo o planeta em zonas tropicais e de savana, porém, ndo suportam
regidbes muito frias, suscetiveis a geada. O Brasil € um dos paises onde essa planta esta
perfeitamente aclimatada, em suas regides tropicais (BIDINOTTO, 2009).
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A planta tem sido cultivada no Brasil de forma artesanal em pequenos canteiros.
Nos ultimos anos, entretanto, a abrupta expansao da medicina alternativa provocou o
rapido crescimento na demanda por folhas frescas e secas do Cymbopogon citratus.
Esses fatores fizeram com que as areas, para cultivo dessa graminea, se expandissem
na mesma proporgdo para atender essa demanda (VIDA; CARVALHO-JUNIOR;
VERZIGNASSI, 2006).

Figura 3. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
Fonte: aromatherapy-essentials.com

Essa planta possui odor caracteristico exalado pelas folhas, hastes e rizomas,
devido a presencga, em especial, do composto Citral em seu 6leo essencial, cujo € uma
mistura de dois isdmeros, geranial e neral (MOREIRA et al., 2010). Além do citral, o 6leo
essencial de capim-limao possui outros compostos ativos, sendo que 0s principais séo o
B-mirceno e o geraniol. O principal composto, Citral, € responsavel por aproximadamente
40% a 80% do total do dleo, enquanto, o B-mirceno e o geraniol compdem a maior parte
da porcentagem restante (BARBOSA et al., 2008).
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O cha de suas folhas é usado largamente no Brasil como antiespasmodico,
analgésico, antiinflamatério, antipirético, diurético e sedativo e seu 6leo essencial é
amplamente empregado pelas industrias de perfumes e cosméticos. Varios sdo os
estudos descritos na literatura sobre as atividades do vegetal citado, e diferentes séo as
formas de extragdo de seus compostos potencialmente ativos: 6leo essencial (SILVA et
al., 2010), extrato etandico (PEREIRA et al., 2008), metandico (TAPIA et al., 2007) e até
decocgdes e infusdes, sendo administrados geralmente pela via intragastrica ou pela
dieta (CHEEL et al., 2005).

Dentre as atividades biolégicas registradas da espécie Cymbopogon citratus
destacam-se: efeito hipotensor e antinociceptivo da infusdo da suas folhas, testado em
ratos (MOREIRA et al., 2010), agéo fungicida do 6leo essencial obtido das suas folhas
contra Aspergillus niger (BARATTA et al., 1998), Aspergillus fumigatus e Cladosporium
trichoides (KISHORE; MISHRA; CHANSOURIA, 1993), Didymella bryoniac (FIORE et al.,
2000), Aspergillum flavius, sendo que o ultimo mostrou efeito superior aos fungicidas
sintéticos agrosan G. N, cerosan, agrosim, dithane M-4 e bavistin (MISHRA; DUBEY,
1994), e acédo antibacteriana contra organismos Gram-positivos e negativos
(ONAWUNMI; YISAK; OGUNLANA,1984).

Algumas agdes farmacoldgicas do 6leo essencial da planta referida ou de seus
compostos tém sido descritas na literatura. Por exemplo, Vale et al. (2002) demonstraram
os efeitos do 6leo essencial ou de seus compostos Citral e B- mirceno no sistema
nervoso central em camundongos Swiss machos, através da analise comportamental,
enquanto, Viana et al. (2000) descreveram os efeitos anti-noceptivos do éleo essencial
em ratos e Moreira et al. (2010) demonstraram efeitos cardiovasculares induzidos pelo

6leo essencial de Cymbopogon citratus DC. Stapf, Poaceae, em ratos.

Ja o extrato etandico dele ndo se exibiu mutagénico em Salmonella typhimurium,
inibiu a mutagenicidade causada por varios mutagenos nessa mesma linhagem de
bactérias (VINITKETKUMNUEN et al., 1994) e minimizou a mortalidade de Escherichia
coli induzidas por dano oxidativo pelo SnCI2 (MELO et al., 2001). Esse extrato também
reprimiu a formagéo de anomalias cromossémicas em linfocitos humanos expostos a
mitomicina C (MEEVATEE et al., 1993), inibiu a formacado de micronicleos em ratos
expostos a ciclofosfamida, retardou o crescimento tumoral e diminuiu 0 numero de
metastases em camundongos transplantados com células de fibrosarcoma 180
(SUAEYUN et al., 1997).
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Ja os extratos etanoicos, metanolicos, decocgbes ou infusbes apresentaram
efeitos antioxidantes, reduzindo a peroxidagao lipidica (analisado através da inibicdo da
producdo de TBARS) em cérebro de ratos, induzida pelo sulfato de ferro, nitroprussiato
de sddio ou acido 3-nitropropionico (PEREIRA et al., 2008) ou em hemacias, induzida por
t-butil hidroperoxido (CHEEL et al., 2005). Foi notado também possuir atividade de “Free
Radical Scavenging’, através da captura do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil)
(PEREIRA et al., 2008) ou anion superoxido (CHEEL et al., 2005).

O extrato de Cymbopogon citratus aumentou a atividade da glutationa S-
transferase em intestino de camundongos (LAM; ZHENG, 1991), reduziu o dano oxidativo
(8-OHdG) em hepatocitos de ratos F344 tratados com dietilnitrosamina (DEN)
(PUATANACHOKCHAI et al., 2002) e a formagao de adutos de DNA (7-meG e O6-meQG)
no colon de ratos F344 induzida pelo AOM (SUAEYUN et al., 1997).

Atualmente, o 6leo essencial dessa planta vem sendo utilizado também como
feroménio artificial para captura de enxames, pois proporciona um aumento real na
captura e povoamento deles, o qual se torna de suma importancia ja que a aquisicao de

novos enxames possui altos valores comerciais (CARVALHO et al., 2005).

Nascimento et al. (2003) salientaram que sao usados, para fins de obtencéo de
Oleo essencial, as folhas tanto frescas quanto secas e o seu rendimento € de 0,28% a
0,50% da massa fresca. Os autores recomendam que a colheita do Cymbopogon citratus
seja realizada no horario de 08:00 horas as 13:00 horas quando é notado maior
concentracao de Citral, posto, temperaturas altas influenciam na sua qualidade.

Quanto as vias de administracdo do 6leo essencial, as mais utilizadas sao oral e
topica, e as especificagbes devem ser estritamente a critério médico. Estudos realizados
acerca da sua avaliagao toxicolégica demonstraram que as manifestacdes de toxicidade
foram mais evidentes quando ocorreu superdosagem que desencadeou congestao
vascular no estbmago e infiltrado hemorragico focal na lamina prépria do figado e rim
(SOMOES, 2003). Vale salientar que Cymbopogon citratus encontra-se entre as ervas
regulamentadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cuja

regulamentagao encontra-se disponivel via internet no site da ANVISA.
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2.5 Citral

O Cymbopogon citratus possui de 40 a 80% de Citral em seu 6leo essencial,
sendo o Citral ou 3,7-dimethyl-2,6-octadienal ou lemonal (figura 04) constituido por um
par de terpendides com férmula molecula CioH:¢O. Os dois compostos sdo isbmeros
duplos, sendo eles o trans-isémero que € conhecido por geranial ou Citral A (49%) e cis-
isdbmero denominado neral ou Citral B ( 31%) (FERREIRA et al., 2009).

CHy CHy
h“h"‘-\. "‘h..._{:, i
HHHI.':I
H4C CH4 HzC CH=
Gearanial Mearal

Figura 4. Formula estrutural dos isdmeros do Citral

Fonte: gnint.sbqg.org.br

Quanto aos dados fisicos e quimicos do Citral, podemos citer: temperatura de
ignicao (225 °C), solubilidade em agua (0,42 g/L - 25 °C), massa molar (152,23 g/mol),
densidade (0,89 g/cm® - 20°C), ponto de ebulicdo (227°C a 229°C - 1013 hPa), pressio
de vapor (< - 1ThPa - 50°C), limite de explosao (4,3 — 9,9% - V), ponto de inflamacao (98
2C), indice de refracao (1.4872 - 20 °C, 589 nm) (RESS et al., 2003).

O composto referido acima apresenta um odor acentuado citrico e desperta
grande interesse, pois, € amplamente empregado nas industriais de perfumes, alimentos
e cosmético, para aromatizagdo de sorvetes, bebidas, refrigerantes, bombons,
composicao de perfumes, entre outros produtos. Na industria farmacéutica o Citral é
utiizado como matéria prima para sintese de ionona, sendo a Beta-ionona
especificamente empregada como substancia iniciadora para sintese de vitamina A
(KOSHIMA; MING; MARQUES, 2006)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Is%C3%B4mero
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Dentre as propriedades biolégicas do Citral, destacam-se sua agao fungicida e
antimicrobiana (KOLB et al., 2007). O aumento da demanda de 6leo essencial com alto
teor em Citral tem sido provido na atualidade pelo Cymbopogon citratus que possibilita
seu uso como alternativa para extragao de Citral, cujo apresenta rapida eliminacdo pela
urina, posto, aproximadamente 50% de seu total ingerido é eliminado em 24 horas
(DILIBERTO et al., 1990).

Existem varios trabalhos discrepantes sobre as atividades biolégicas do Citral.
Enquanto alguns estudos mostraram efeitos citotéxicos desse composto, avaliados
através do aumento da expressdao da proteina p53 algumas horas apds sua
administracdo em células de cultura (DUERKSEN-HUGHES; YANG; OZCAN, 1999),
outros notaram auséncia de mutagenicidade pelo teste de Ames (GOMES-CARNEIRO;
FELZENSZWALB; PAUMGARTTEN, 1998) ou mesmo atividade anti-clastogénica
(através da reducao na formacgao de micronucleos, induzidos por cloreto de niquel em

camundongos) e antioxidante, por captura de superoxido (RABBANI et al., 2006).

lersel et al. (1996) descreveram a auséncia de efeitos do Citral na inibicdo da
atividade de glutationa-S-transferase em células de melanoma humano, enquanto,
Nakamura et al., (2003) demonstraram que ele (em especial o isémero geranial) induziu a
atividade de GSTP1 em hepatocitos RL34 in vitro, bem como que essa substancia atua
como inibidor de peroxidacao lipidica em pele de camundongos induzida pela TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato).

O Citral mostrou efeitos inibitérios na promocado de tumores de pele em
camundongos Sencar iniciados por DMBA (CONNOR, 1991), e induziu a expressao de
caspase-3 em varias células de cancer hematopoiético (DUDAI et al., 2005). A literatura
relata também efeitos antiinflamatérios desse composto, por inibicdo da producédo de
oxido nitrico (LEE et al., 2008).

Demonstrou também que juntamente com o geraniol, ocorreu a inibigdo da
atividade de CYP2B6 microsomal em células hepéticas, indicando que esses compostos
possuem atividade quimiopreventiva, por alterarem a biodisponibilidade de drogas
metabolizadas por essa enzima do citocromo P450 (SEO et al., 2008). Estudo
demonstrou, entretanto, efeitos téxicos de altas doses de Citral, tais como mortalidade,
perda de peso corpoéreo, opacidade ocular, apneia, entre outros (RESS et al., 2003).
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Um trabalho executado por Ferreira et al. (2009), em pacientes hospitalizados
exibiu que o Citral possui acdo contra leveduras do género Candida, ja pesquisa
realizada por Quintans-Junior et al. (2011) demonstrou que o Citral reduziu a resposta
nociceptiva e inflamatoria em roedores.

2.6 Leishmanias e leishmanioses

O género Leishmania engloba um grupo de protozoarios flagelados da familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Os parasitas de todas as espécies de
Leishmania sao morfologicamente similares, sendo necessdrias andlises bioquimicas
para uma identificagdo formal no nivel de espécie. Possuem uma unica mitocondria e o
DNA mitocondrial mostra-se condensado numa regido proxima dos corpusculos basais
do flagelo — nove pares de microtubulos concéntricos e um par central — sendo
denominado kinetoplasto. Eles desencadeiam uma parasitose denominada leishmaniose
(AZEVEDO et al., 2008).

A OMS descreve quatro formas clinicas principais de leishmaniose, a saber:
Leishmaniose cutanea - produz Ulceras cutaneas crénicas no local da picada do inseto
vetor, podendo levar meses para cicatrizar. Essa forma freqientemente é autolimitada,
entretanto, ela pode criar sérias incapacitagdes e cicatrizes permanentes (CHAPPUIS et
al., 2007).

Leishmaniose cutanea difusa - muito dificil de ser tratada devido as lesdes
disseminadas, cujas ndo curam espontaneamente. Leishmaniose mucocutanea -
popularmente conhecida no Brasil como Ulcera de Bauru ou ferida brava, inicialmente
causa Ulceras na pele similares aquelas da leishmaniose cutanea que cicatrizam para
depois reaparecerem como lesdes desfigurantes na face que podem destruir as
membranas mucosas do nariz, boca e garganta (MARZOCHI; MARZOCHO;
SCHUBACH, 2008). Leishmaniose visceral — conhecida também como ‘calazar’ ou ‘kala
azar’, sendo a forma mais severa da leishmaniose e usualmente é fatal se ndo tratada
precocemente. (MALTEZOU, 2010).

O parasita acima citado habita alternativamente nos insetos flebotomineos
fémeas dos géneros Lutzomyia no novo mundo e Phlebotomus no velho mundo (figura
5), na forma promastigota, sendo ela flagelada e alongada, com cerca de 5-15 ym, e no
hospedeiro mamifero como forma amastigota intracelular (figuras 6 e 7), nao flagelada e

ovoide, com 3-5 ym que vivem dentro de vacuolos lisossomais presentes nas células
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fagociticas do hospedeiro vertebrado, inclusive o homem, denominadas mondcitos,
macroéfagos e células dendriticas (BATES, 2008).

Figura 5. Lutzomyia longipalpis, vetor da leishmaniose no Brasil.
Fonte: OMS, 2007.
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Figura 6. Promastigotas de Leishmania (L) chagasi obtidas a partir de cultivo.
Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 7. Macroéfago de baco de Hamster dourado exibindo ninhos de
amastigota de Leishmania (L) chagasi.

Fonte: Dados da pesquisa.

Quando a fémea do inseto vetor pica um mamifero infectado, as células
infectadas com amastigotas entram pelo seu trato digestério, onde passam por uma série
de alteragcdes morfolégicas e funcionais e se diferenciam numa forma promastigota
prociclica moével e divisivel, que se prende a parede do intestino. Em sequéncia,
transformam-se numa forma promastigota metaciclica nao divisivel que é incapaz de se
prender ao intestino e por isso migra para a parte superior do aparelho digestério, o
proboscis (NEUBER, 2008)

Ao realizar nova hematofagia (figura 8), o vetor inocula os promastigotas
flagelados metaciclicos na pele do hospedeiro mamifero, onde sao rapidamente
fagocitados pelos mondcitos locais, os quais sdo atraidos ao local de inoculagcédo pela
reacao inflamatéria. Os promastigotas ligam-se ao fagécito mononuclear via mecanismo
mediado por receptor, € entram na célula por fagocitose através de um fagossoma que se
funde com lisossomas para formar um fagolisossoma. Dentro dos macréfagos os
promastigotas sofrem modifica¢cdes bioquimicas e metabdlicas, das quais resultam as
formas intracelulares obrigatérias, os amastigotas. Esses sado libertados pelos
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macréfagos e podem re-invadir células dendriticas e fibroblastos, assim como novos
macréfagos (PINTO et al., 2010).

Inseto vetor

. 5 [
Promastigota B Scichaga el

’ ‘\ metaciclico rf’_’ e
/ S— SAAL ol ¥ .
e QL-,' . ‘

‘ ~ 5 — |
. '\‘o, D ¢ Lisossomo

Promastigata = e e ‘ [ /i
\ promcllc%-\""“a§ X Diferenciag3o - : } .

5 > G /.
Parede / = Crescimento - f o
intestinal e e divisdo \ il - [

e o i _i | $

p L4 2

/ Diferenciagdo / '\ | " .
8 - t W .

=t ™D (@@
r- /(—‘{_ ) \ P ‘.

Q, -
Amas leerencnagao
( ° H ospedeiro
l‘ q OJ (‘ ) \\ mamifero

(.L.) \\ agolisossomo
Cresmmento ‘
e divis3o . e —

Qe

Figura 8. Ciclo evolutivo de Leishmania spp. (Modificado de SACKS & NOBEN-TRAUTH,
2002).

Conforme a OMS (figuras 9 e 10), aproximadamente 350 milhées de individuos
encontram-se em areas de contaminacado por leishmaniose e mais de 12 milhdes de
pessoas em 88 paises sao afetados por esse agravo a saude (NEITZKE et al., 2008).
Anualmente, cerca de dois milhGes de novos casos dessa parasitose surgem, sendo que
500 mil sdo causados por leishmaniose visceral (MURRAY et al., 2005). Esses dados
deixam muito a desejar, posto, nem todos os casos de leishmaniose s&o oficialmente
declarados, visto que o registro compulsério é obrigatério em apenas 32 dos 88 paises
acometidos por essa doenca (ROMERO; BOELAERT, 2010).
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Figura 9. Distribuicdo geogréafica mundial dos casos de leishmaniose, bem como dos
casos de co-infecgdo com VIH 1990 a 1998 (adaptado de WHO/NTD/IDM HIV/AIDS,
Tuberculosis and Malaria (HTM) World Health Organization, 2010)
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Figura 10. Estratificacdo dos Municipios, segundo perfil de transmissédo de LV — Brasil,
2006 - 2008
Fonte — Sinan/SVS (2008).
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No Brasil (figura 11) existem cerca de 26.000 casos registrados de leishmaniose
por ano, cujos estao presentes, principalmente na regido nordeste, norte e sudeste e em
franca disseminacao pelo pais (GACHET, 2010). O estado de Sergipe € considerado
como endémico para LV. Segundo o SINAM no periodo entre 2001 a 2011 registrou-se

384 casos de LV nesse estado, distribuidos em 41 municipios e indicando que 9,42% dos

acometidos foram a ébito (DATASUS, 2012).

CASOS HUMANOS CONFIRMADOS EM 2008 LEISHMANIOSE

-y

N
2

Total por regiao:
M Norte: 875

B Nordeste: 1.956
B Sudeste: 877

Sul: 4
I Centro-Oeste: 413 FONTE: Ministério da
Salde/SVS — Sistema de
v Informagao de Agravos
Total no Brasil: 4.125 de Notificacio - Sinan

Figura 11. Casos humanos confirmados de leishmaniose no Brasil em 2008.
Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de informagdo de Agravos de

Notificacdo — Sinan.

A alta incidéncia da doencga e suas consequéncias como lesées desfigurantes
na leishmaniose tegumentar, e as vezes fatal como pode acontecer na leishmaniose
visceral, levou a OMS a inclui - |a entre as seis endemias mais importantes no mundo
(BAILEY, 2007). O perfil epidemiolégico das leishmanioses tem modificado com o

tempo, principalmente, em virtude do crescimento desordenado da populacéo, falta
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de planejamento urbano e modificacées do ambiente, esses fatores tém contribuido
para o aumento de casos em regides urbanas e periurbanas (HAILU, 2005).

2.7 Leishmaniose visceral: Etiologia, patogenia e peculiaridades clinicas

A LV é uma parasitose desencadeada por protozoarios do complexo Leishmania
donovani (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), estando inclusas duas espécies:
Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) infantum, a depender da regiao geografica. A
denominacao Leishmania chagasi foi criada baseada na suposicédo de tratar-se de uma
espécie distinta, existente no Continente Americano antes da colonizagdo européia.
Discussoes referentes a nomenclatura, todavia, tém levado em considerac¢ao a origem do
parasita (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Alguns autores acreditam que Leishmania chagasi e Leishmania infantum sao
semelhantes, tendo sido importadas da Europa durante a colonizacdo portuguesa e
espanhola (RIOUX et al., 1990), ja4 outros, afirmam que a Leishmania chagasi
encontrava-se presente no Continente Americano antes da colonizagdo Européia
(LAINSON; RANGEL, 2005).

Independente da origem, baseando-se em estudos imunologicos e genéticos,
autores consideram que Leishmania infantum e Leishmania chagasi representam a
mesma espécie (MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000), porém, outros pesquisadores
as consideram, como subespécies (LAINSON; RANGEL, 2005). No entanto, Mauricio,
Stothard e Miles (2000) afirmaram que os dados genéticos e enzimaticos tornaram
evidentes que Leishmania infantum, descrita por Nicolle (1908) e Leishmania chagasi,
descrita por Cunha e Chagas (1937) devem ser consideradas sin6bnimos, tendo prioridade

a nomenclatura mais antiga.

Os integrantes do complexo Leishmania donovani vivem, sob a forma amastigota,
no interior de vacuolos das células do Sistema Fagocitico Mononuclear. Dentro dos
vacuolos parasitoforos as formas acima citadas multiplicam-se por divisdo binaria até que

o seu acumulo leve ao rompimento da célula e surgimento dos sintomas (REY, 2008)

As caracteristicas clinicas sdo semelhantes em caes e em humanos. O periodo de
incubacdo da doenca pode variar de meses a anos, durante o qual o parasito se
dissemina pelo corpo, sendo que a forma classica caracteriza-se por sinais e sintomas de

doenga cronica persistente, incluindo febre ondulante, fadiga e perda de peso, a invasao
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das células sanguineas e do sistema reticuloendotelial (figura 12) acarreta

hepatoesplenomegalia e linfadenopatia (CHAPPUIS et al., 2007).

O surgimento da doenga e sua evolugao sao conseqléncias de um complexo de
interagdes entre o parasito e a resposta imune do hospedeiro, entdo, o conhecimento dos
fatores que predispéem um individuo a desenvolver a doenga e outro a controlar a
infeccdo é extremamente importante para o desenvolvimento de vacinas e o controle da
enfermidade. Quanto aos caes, alguns desenvolvem a doencga clinica, enquanto, outros
permanecem como portadores assintomaticos invectivos aos flebétomos e, desta forma,

transmitindo a doenga para outros caes e humanos (BANETH; AROCH, 2008).

Figura 12. Leishmaniose visceral — evidénciando hepatoesplenomegalia.
Fonte: leishrisk. net

2.8 Interacao Leishmania — vetor

Os flebotomineos sdo da familia Psychodidae, ordem Diptera e subfamilia
Phlebotominae e possuem ampla distribuicdo geografica. No Brasil sdo conhecidos
popularmente como asa branca, birigui, cangalinha, mosquito palha ou tatuquira. Eles
medem de 2 mm a 4mm de comprimento, 0 corpo € densamente coberto de pélos finos e
apresenta uma caracteristica inerente que quando em repouso suas asas sao mantidas

divergentes em posicdo semi-ereta. O grande género de interesse médico no Novo
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Mundo é o Lutzomyia que é formado por 15 subgéneros, 11 grupos de espécies e 17
espécies nao agrupadas. No Velho Mundo o género Phlebotomus possui as espécies de

interesse médica (KILLICK-KENDRICK; MAROLI; KILLCK- KENDRICK, 1991).

As formas imaturas dos insetos acima referidos encontradas no Novo Mundo né&o
sdo observadas em d&reas domiciliares e sim no peridomicilio em locais onde existe
acentuada quantidade de matéria organica como galinheiros. Ja na natureza sao
observados em detritos de fendas rochosas, chdo de cavernas, no solo entre raizes de
arvores, por baixo de folhas mortas e iumidas. Desenvolvem-se no solo imido, mas nao
molhado ou em locais ricos em matéria organica em decomposicao. Devido a dificuldade
de encontrar locais de desenvolvimento natural, a maior parte das informag6es é advinda
de informagdes de criatorios laboratoriais (JARVIS, RUTLEDGE, 1992).

A progénese das fémeas em laboratério capturadas no campo é mantida em
colénias, entretanto, € um processo de custo alto. O insetario precisa dispor de estufa
com controle de temperatura a 24°C e 80% de umidade relativa. A alimentagéo larval
consiste em uma mistura de Daphnia seca e extrato aquoso liofilizado de figado de
galinha e de pdlen contendo 24 aminoacidos essenciais. Os adultos sdo mantidos em
acesso constante a solugédo de sacarose a 10% e as fémeas se alimentam em hamsters
(KILLICK-KENDRICK, 1990).

Nas condicdes supracitadas as fémeas produzam 47 ovos por postura. O periodo
médio de incubacao é de 67 dias e o larval 18 dias. A fase pupal tem duracao de 16 dias.
O ciclo biolégico da oviposicao até a eclosao da geracao seguinte ocorre em cerca de 36
dias (JARVIS; RUTLEDGE, 1992).

O fleb6étomo fémea adquire Leishmania ao alimentar-se em um mamifero através
da ingestdo de macro6fagos infectados com formas amastigotas, posto, essas formas nao
sdo encontradas livres no sangue. A susceptibilidade do flebétomo a infec¢do por
Leishmania depende das interagdes que acontecem no trato digestério, iniciando-se com
as alteragbes de temperatura e pH (BATES, 2008). Apos a infecgao o parasita passa por
fases desde a migracao do intestino médio do inseto até a porgao anterior da cavidade
bucal. Cada fase de desenvolvimento € caracterizada por alteragdes morfologicas e
funcionais capazes de manter o parasita vivo (CUNNIGHAM, 2002).

No inicio do ciclo de vida a amastigota diferencia-se em prociclica, uma forma

pequena com um curto flagelo e pouco mével, sendo resistente as enzimas digestiva do
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vetor, nesse estagio comeca seu primeiro ciclo reprodutor. As formas prociclicas
desenvolvem-se em nectomonas que sao formas largas, alongadas e extremamente
moveis e tendo como fungé@o escapar do confinamento da matriz pertrofica para ancorar-
se nas células epiteliais e migrar para a parte mais anterior do trato digestério. Esse
escape ¢é facilitado pela producao de quitinases do parasita (KAMHAWI, 2006).

As nectomonas diferenciam-se em leptomonas, geralmente no quarto dia apés a
infeccdo, entao, elas multiplicam-se de forma macica e produzem um gel glicoprotéico
que é importante para a sobrevivéncia da forma metaciclica, a qual é a forma infectante
capaz de sobreviver ao sistema complemento do hospedeiro. O tempo adequado para o
parasita completar o seu ciclo evolutivo no fleb6tomo é de 6 dias a 9 dias. A adesao e
escape do parasita sdo de fundamental importancia para sua sobrevivéncia, caso
contrario ele seria expulso nas fezes do inseto. Uma das moléculas crucial na ligagéo ao

epitélio do intestino do fleb6tomo vetor € uma glicoprotéina (BATES, 2008).

A formacao do “plug” parasitario envolto por essa glicoproteina conhecida como
proteofosfoglicana filamentosa, € um fator indubitavelmente importante para infeccao do
parasita por protegé-lo do sistema imune do hospedeiro em seu periodo inicial de invaséo
e também interfere no comportamento bioldgico do vetor, pois estimula a um aumento de
picadas no hospedeiro devido a obstrugdo do canal alimentar causado pelo “plug”
parasitario envolto pelo gel (ROGERS, 2004).

2. 9 Relacao Leishmania — hospedeiro humano

Os aspectos relacionados com a imunidade do homem a infeccao por Leishmania
(L.) chagasi ou por Leishmania (L.) donovani ndo se encontram claramente definidos. No
entanto, a partir de estudos em humanos tém sido demonstrado que, durante a fase
aguda da doenga, ocorre resposta predominante de linfécitos TCD4+ do tipo Th2,
havendo uma prevaléncia da producgéo de IL-4 sobre a producao de IFN-y, e ativacéo de
células B policlonais resultando em hipergamaglobulinemia (KHARAZMI et al., 1999;
MALA; MAHAJAN, 2006).

No baco, os niveis de mMRNA que codificam IL-4 sdo elevados durante a fase
aguda da doencga e ha um declinio significativo apds a cura. O fato anteriormente relatado
ocorre também com o perfil das citocinas IFN- e IL-4 apds estimulagcdo com formas
promastigotas e com antigenos de amastigotas de Leishmania, demonstrados nos
estudos de Kharazmi et al. (1999).
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Segundo Bogdan; Réllinghoff (1998) e Stafford et al. (2002), os macréfagos ou
células Kupffer sao as principais células parasitadas por Leishmania e, dessa forma, a
capacidade dessas células de destruir parasitos intracelulares € o mecanismo envolvido
no controle da infecgdo. Espécies reativas de oxigénio, de nitrogénio e o éxido nitrico
(NO) séao fundamentalmente as responsaveis pela atividade microbicida dos macroéfagos.
Conforme Malafaia (2008), NO é produzido nos macrofagos a partir de L-arginina em
reacao catalisada pela enzima éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e possui importancia
na eliminagao do parasito pelos macrofagos (BLANCHETTE et al., 2003; KIMA, 2007).

2.10 Aspectos eco-epidemiologicos das leishmanioses

Desjeux (2001) qualificou os fatores cruciais responsabilizados pelo aumento do
numero de casos e da distribuicdo geografica das leishmanioses. Dentre os mais
importantes esta o crescimento do tamanho e numero das areas urbanas, com o
consequente aumento do numero de possiveis hospedeiros — aumento na densidade e,
portanto, nas taxas de contato entre vetor - hospedeiro. Nas cidades, o papel dos
reservatorios € admitido ser o cao domestico, embora, ndo esteja clara ainda a

importancia de animais silvestres sinantropicos.

Nas regidbes mais pobres das cidades, o vetor torna-se abundante devido ao
acumulo da matéria organica peridomiciliar e 0 numero de caes soltos aumenta o risco da
infeccdo humana. Onde ha problemas de nutricdo, especialmente em criangcas ate nove
anos de idade, ha uma taxa maior da LVH (CAMARGO; LANGONE, 2006).

Para identificar os fatores decisivos da infeccdo humana por Leishmania chagasi
em uma area urbana, Moreno et al. (2005) realizaram um estudo seccional de base
populacional utilizando-se questionario pre-codificado. Nessa investigacdo, as variaveis
que pareceram aumentar o risco de infec¢do pela referida Leishmania em &rea urbana
foram o lixo ndo coletado pelo sistema publico, o lixo ndo enterrado ou depositado no
peridomicilio, areas de erosao no bairro, encontrar-se fora de casa entre 18:00h -- 22:00h
e criacao de aves.

Monteiro et al. (2005) pesquisaram flebotomineos e infecgdo canina no municipio
de Montes Claros - MG, e encontraram um ambiente caracteristico e adequado a
ocorréncia de LV, onde as habitacbes sao extremamente pobres, com deficiéncia na
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coleta de lixo e de saneamento basico, baixos indices s6cio econdémicos, convivéncia

com animais domésticos bastante elevada e acumulo de matéria orgéanica.

Guimaraes (2008) caracterizou o perfil socioeconémico dos portadores de LV em
Campo Grande. Das pessoas com mais de 20 anos e que haviam parado de estudar
68,8% nao concluiram o ensino médio e dos chefes de familia 73,5% nao concluiram o
ensino médio. Em 52,1% das habitagbes nao existe pavimentacao asfaltica e em 82,9%
nao possuia rede de esgoto.

Os flebotomineos se ajustam bem a abrigos Umidos e escuros. A maioria das
espécies frequenta principalmente copas das arvores, cavernas e cavidades entre
pedras, além de, eventualmente, mudarem de ambiente de acordo com o horério. A
localizagao dos insetos e a hematofagia das diferentes espécies nos varios horarios tem
grande importancia epidemiolégica, pela possibilidade de contato com o homem e outros
reservatorios silvestres e domiciliares de parasitos (CARVALHO et al., 2005).

As fémeas apresentam preferéncias de hospedeiros e costumam ser oportunistas,
geralmente picam a noite ou no crepusculo. Os criadouros ficam em ambientes terrestres
umidos, mas, nao encharcados, e escuros, sendo bastante variaveis, incluindo o espaco
sob pedras ou folhas, terra préxima de raizes tabulares, estdbulos e ocos de arvores, sua
localizacdo costuma ser extremamente dificil, devido a grande dispersédo e a falta de
conhecimento sobre suas caracteristicas (MARCONDES, 2005).

Estudo realizado por Silva; Andreotti; Honer, (2007), em Campo Grande entre
maio de 2003 a abril de 2005, através de capturas com armadilhas luminosas, tipo CDC,
em doze estagbes distribuidas na zona Urbana de Campo Grande. Foram capturados
2.275 flebotomineos, destes 2.115 (92,9%) da espécie Lutzomyia longipalpis. A
abundéancia de Lutzomyia longipalpis foi maior no peridomicilio, principalmente em
galinheiros, com exceg¢do dos meses de setembro e outubro de 2003, julho de 2004 e
janeiro de 2005. Os bairros com maior quantidade foram Rita Vieira, Monte Alegre e Sao

Conrado, situados proximos as nascentes e que possuem vegetacdo em demasia.

Gavgani et al. (2002), em vilarejos no Ira, mostraram a relagdo entre caes
soropositivos e criangas infectadas, notando que a soropositividade das criangas
aumentou significativamente com a densidade da populagdo canina e com a razao

cao/homem. Ja Moreira et al. (2003) investigaram o papel de animais domésticos na
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manutencdo da leishmaniose, concluindo que a presenca deles aumentou o risco de

LVH: suinos — RR = 4,1 galinhas — RR =3,6 e outros animais domésticos RR = 2,6.

Maroli et al. (2007) citaram casos de LV em gatos na ltélia. Figueiredo et al.
(2008) relataram um caso de leishmaniose tegumentar americana em felino domestico no
Rio de Janeiro. Serrano et al. (2008) detectaram Leishmania spp. em gato na zona
urbana de Aragatuba - SP. Em Mato Grosso do Sul, Souza et al. (2009) encontraram
Leishmania (L.) amazonensis em felino domestico no municipio de Ribas do Rio Pardo e
Noé (2008) observou Leishmania sp. em gatos em Campo Grande.

Lainson e Rangel (2005) enfatizaram a importancia dos hospedeiros silvestres:
canideos, marsupiais e possivelmente roedores, notando que, enquanto essas fontes
existirem, sera dificil conseguir uma eliminacdo do parasito. O cao, reservatorio
domestico principal, pode sempre se infectar com contato de animais silvestres — nada se
sabe sobre esta possibilidade no Municipio acima citado, onde h& populagbes desses
animais amplamente distribuidas. Carvalho (2005) identificou hospedeiros reservatérios
silvestres no municipio de Sao Vicente Férrer - PE. Amostras de bago foram positivas
para Leishmania em gamba (Didelphis albiventris) e rato da agua (Nectomys squamipes).

Humberg (2009) investigou a ocorréncia de Leishmania sp. em animais silvestres
de cativeiro e de vida livre, recepcionados no Centro de Reabilitagdo de Animais
Silvestres de Campo Grande - MS, no Centro de Triagem de Animais Silvestres da
Universidade Federal de Vigosa - MG e no Zoolégico da Universidade Federal do Mato
Grosso - MT. Os resultados foram positivos em gambas (Didelphis albiventris), lobinhos
(Cerdocyon thous), lobos-guara (Chrysocyon brachyurus), raposas (Pseudalopex
vetulus), quatis (Nasua nasua) e em oncas pardas (Puma concolor).

Freitas et al. (2010) averiguaram a participacao de roedores e marsupiais na
transmissao de leishmaniose em Rondondpolis - MT. Os resultados demonstraram que
ocorre circulagdo de Leishmania chagasi e Leishmania braziliensis entre marsupiais da
espécie Didelphis albiventris e entre roedores silvestres (Necromys lasiurus) e
sinantropicos (Rattus rattus).

Souza et al. (2010) relataram a infeccao de canideos silvestres por Leishmania
(L.) infantum chagasi mantidos em cativeiro no Estado de Mato Grosso. Foram coletadas
amostras de pele, medula éssea e linfonodos de seis raposas (Cerdocyon thous) e um
cao vinagre (Spheotos venaticus) para observagdo e caracterizacdo de Leishmania sp
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pela técnica de PCR-RFLP. Todos os animais pesquisados apresentaram-se positivos
para Leishmania (L.) infantum chagasi.

Dias; Lorosa; Rebelo, (2003) trabalharam com o conteddo estomacal de
Lutzomyia longipalpis nos ambientes intradomiciliar e peridomestico, no Municipio de
Raposa - MA, por meio da reacdo da precipitina. Foram capturadas 2.240 fémeas de
Lutzomya Longipalpis, sendo 84% no ambiente peridomestico e 16% no intradomicilio,
dessas 547 (24,4%) estavam alimentadas com sangue de ave (87,9%), roedor (47,2%),
humano (42,4%), cao (27,6%), mucura (26,6%) e equino (22,5%). A galinha foi o animal
domestico mais comum no ambiente peridomestico (28,3%), seguido pelo céo (21,7%),
gato (17,5%).

Entre os animais sinantropicos, a mucura foi a mais referida no municipio (39,3%),
seguida pelo rato (37,9%), morcego (14,3%), guaxinim (3,6%). A maioria das casas é de
taipa, sem infra-estrutura sanitéria e os abrigos de animais domésticos sdo proximos das
casas, além de serem encontrados galinhas, cdes e gatos dentro das habitagées. O
achado de Lutzomyia longipalpis alimentados com sangue humano, de mucura e do cdo
no peridomicilio, corrobora a hipétese de que a transmissdo da infec¢gdo acontega na
habitacdo humana, posto, todos os elos da cadeia de transmissao da Leishmania chagasi

estao presentes no ambiente peridomestico e periurbano do Municipio acima citado.

O comportamento e habitos alimentares de algumas espécies de flebotomineos
foram analisados no municipio de Porteirinha - MG por Barata et al. (2005), que
efetuaram capturas mensais sistematizadas utilizando 28 armadilhas luminosas tipo
CDC, durante o periodo de janeiro a dezembro de 2002. Foram capturadas 14 espécies
de flebotomineos, totalizando 1.408 exemplares. Os resultados mostraram que o
peridomicilio apresentou a maior porcentagem dos espécimes encontrados na regiao
(53,3%) e que a espécie Lutzomyia longipalpis alimentou-se de galinhas e cavalos
(26,3%), roedores (15,8%), caes (13,2%), bois (10,5%) e homem (5,3%).

Em Campo Grande, o habito alimentar de flebotomineos foi avaliado por Oliveira
et al. (2006), eles verificaram que a maioria das fémeas capturadas foi de Lutzomyia
longipalpis, das quais 66,4% alimentaram-se de sangue humano, 64,8% de aves e 8,9%
de cées. Varios insetos alimentaram-se de mais de um vertebrado, sendo detectadas as
seguintes combinagbes: aves + humanos (43,4%), aves + cées (0,9%), aves + humanos
+ caes (6,1%) e caes + humanos (1,5%). Nas areas residenciais, 83,4% das fémeas de
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Lutzomyia longipalpis foram capturadas no peridomicilio e as que ingeriram sangue

humano predominaram no interior de todas as casas.
2.11 Tratamento contra as leishmanioses

No que concerne ao tratamento para as leishmanioses, esse é complicado, posto,
no homem, o protozoario Leishmania é um parasita intracelular obrigatério de macréfagos
na sua forma amastigota. Para além que o arsenal terapéutico disponivel para tratamento
da leishmaniose, assim como de outras doencas tropicais € bastante precario, sendo
atualmente restrito a duas linhas de medicamentos: os antimoniais e os ndo-antimoniais
(MARCHESE, 2009).

Nao existe ainda vacina disponivel para a doenga e os medicamentos de primeira
escolha, os antimoniais pentavalentes, desenvolvidos por Gaspar de Oliveira Vianna em
1912, sdo toxicos e administrados exclusivamente por via parenteral (ROCHA et al.,
2005). Além disso, ja foi reportada resisténcia a esses medicamentos, sendo um fato
crescente em todas as formas de leishmanioses e notadamente em &reas endémicas
para esses agravos a saude do homem (BRENDLE et al., 2002).0 mecanismo de agao
de antimoniais pentavalentes (figura 13), no combate a Leishmania € ainda controverso e

pouco compreendido (CHAI et al., 2005).

Para exercer atividade farmacoldgica, tem-se que o antimonial pentavalente — Sb
(V) seja convertido a sua forma trivalente — Sb (lll). O Sb (lll) é altamente ativo sobre as
formas promastigotas e amastigotas do parasita ao passo que o Sb (V) apresenta-se
mais ativo contra as formas amastigotas intracelular. O antimonial pentavalente &,

portanto, considerado um pré-farmaco (KOTHARI et al., 2007).

O farmaco, ao entrar em contato com a forma amastigota do parasita, se
interioriza e, em seguida, diretamente ou apds redugéo a sua forma trivalente, exerce seu
efeito leishmanicida (AMATO et al., 2008). Um dos mecanismos de acao inicialmente
proposto foi que o antimonial interferia nas atividades bioenergéticas do parasita, inibindo
sua atividade glicolitica e a via oxidativa dos &acidos graxos, levando-o,
consequentimente, a morte por deplecdo de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina
trifosfato (GTP) (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Outros mecanismos de agao mais recentes demonstraram que antiménio mata o
parasita por um processo de apoptose envolvendo fragmentacdo do DNA e

externalizagdo da fosfatidilcolina na superficie externa da sua membrana celular
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(ASHUTOSH et al., 2007). Estudos exibiram também que os antimoniais comprometem o
potencial redox da Leishmania por indugcao da perda de tibis intracelulares associado ao

acumulo de dissulfuretos ou ainda por inibi¢cdo de tripanotiona redutase (SINGH, 2006).

Quanto a redugéao do farmaco a sua forma trivalente, o local exato (amastigota ou
promastigota) € 0 seu mecanismo (enzimatico ou ndao enzimatico) ainda ndo sao
totalmente elucidados (CROFT et al., 2006). No entanto, alguns estudos sugerem que
essa reducao ocorre preferencialmente no macréfago, e ndo no parasita, embora, seja
possivel acontecer tanto no parasita quanto no hospedeiro (OUELLETTE et al., 2004). No
que referi ao mecanismo da reducao, ha evidéncias de que tidis especificos do parasita,
como a tripanotiona, ou ti6is especificos do hospedeiro, a exemplo de glicilasteina,
podem reduzir o antiménio por mecanismo n&o enzimatico (ASHUTOSH et al., 2007).

No que tange ao desenvolvimento da resisténcia, observa-se que uma vez
estabelecida para complexos trivalentes, ha alta incidéncia de resisténcia cruzada para
complexos pentavalentes, porém, surpreendentemente hd aumento da suscetibilidade a
drogas de segunda geragcdo como pentamidina e anfotericina B. A combinagédo entre
antimoniais e interferongama ou alopurinol, tem sido proposta como alternativa para
melhora da eficacia terapéutica desses compostos (AMATO et al., 2000).

Conforme Seifert e Croft (2006), na regido de Bihar, na india, onde a prevaléncia
de leishmanioses é bastante acentuada, foram relatadas taxas acima de 65% de nao
responsividade ao tratamento com antimoniais pentavalente e, nos dias atuais eles nao

sao mais usados nesses locais.

Como segunda linha de tratamento, em casos de resisténcia ou intoleréancia aos
antimoniais, é utilizada a anfotericida B (figura 14), na forma liofilizada de desoxicolato
sédico de anfotericina e a pentamidina. No entanto, devido aos inumeros e freqlentes
efeitos adversos desenvolvidos pela anfotericina B, sob a forma de desoxicolato, novas
formulagbes foram produzidas e encontram-se atualmente disponiveis comercialmente.
Uma dessas formulagdes é a anfotericida B lipossomal. Seu elevado custo, porém, nao
permite que se use na rotina dos servicos em saude de paises em desenvolvimento
como o Brasil (BRASIL, 2006a).

Sobre a Leishmania, a agao do farmaco citado se faz através de uma toxicidade
seletiva por interferéncia no episterol, precursor do ergosterol na membrana do parasita
(BADARO, 2005). Adicionalmente, leva a uma lesdo oxidativa que resulta em alteracdes
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metabdlicas prejudiciais a sobrevida celular. Em menor escala, a anfotericida B liga-se
também ao colesterol da membrana das células humanas, alterando-as e provocando

efeitos adversos (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009).

Estudo conduzido por Cohen (1998) mostrou que o mecanismo de agao, assim
como da toxicidade, envolve a formacao de poros artificiais ao longo da membrana
celular do parasito e do hospedeiro, alterando a permeabilidade seletiva a cations e
levando a morte celular. No caso da Leishmania, a letalidade do antibiético é agravada
por lise coloidal osmotica devido ao influxo ibnico exacerbado. (DOGRA; SAXANE, 1996).

Quanto a pentamidina (figura 15), ela pertence ao grupo quimico das diamidinas e
tém sido particularmente Util em casos que ndo responderam aos antimoniais ou aqueles
portadores de leishmanioses hipersensiveis ao antiménio, contudo, sua alta toxicidade
torna-se fator limitante, visto ter sido observado hipoglicemia, hipotenséo, alteragdes
cardiolégicas, nefrotoxicidade e, até morte repentina foram descritas nos usuarios, bem
como tem sido reportado a ocorréncia de cepas resistentes (RATH et al., 2003). Seu
mecanismo de resisténcia pode estar associado a um decréscimo do potencial da
membrana mitocondrial com redu¢do do acumulo do farmaco em terapias prolongadas
(MUKHERJEE et al., 2006).

A pentamidina é concentrada ativamente pela mitocondria do parasita onde é
capaz de inibir a enzima topoisomerase Il mitocondrial. E sabido que a atividade da
enzima supracitada é acentuadamente aumentada em células em proliferacao e consiste
em promover um giro em torno da bifurcacao da replicacdo do DNA para que a molécula-
filha originada seja liberada no momento da segregacao mitética. A enzima prove o giro
em torno do eixo, realiza um corte em ambos os filamentos de DNA e, em sequéncia,
procede a reunido das rupturas (RANG; DALE, 2001).

Mais um medicamento que se tem mostrado efetivo contra a leishmaniose visceral
€ a paromicina considerado um aminoglicosideo, sendo usado por via parenteral, tendo
apresentado uma taxa de cura de 79%, mas, nao foi observado sucesso contra
leishmaniose cutanea. Além de, apresentar alta toxicidade renal (SINGH; SIVAKUMAR,
2004). Quanto ao seu mecanismo de agao, esse farmaco possui como alvo primario os
ribossomos da Leishmania, agindo por inibigdo da sintese protéica através da ligagao as
subunidades ribossdmicas induzindo, dessa forma, a leitura equivocada do mRNA. Age
também alterando a fluidez da membrana do parasita e o seu metabolismo lipidico
(JHINGRAN et al., 2009).
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No ano de 2002, a miltefosina (figura 16) desenvolvida como uma substancia
anticancerigena foi registrada na india para tratar leishmaniose visceral, sendo o primeiro
tratamento por via oral, e foi o ultimo medicamento leishmanicida colocado no mercado
(AHUA et al., 2007). Em 2007 esse medicamento foi registrado na Colémbia para tratar
leishmaniose cutédnea (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Desde que passou a ser
usado clinicamente, nenhum caso de resisténcia a terapia da leishmaniose com
miltefosina foi relatado. Estudos sinalizam para a facilidade que resisténcia possa vir a
ocorrer quando o uso desse medicamento se tornar assiduo (CHOUDHURY et al., 2008).

O mecanismo de acdo da miltefosina sobre Leishmania é ainda bastante
contestado. Pesquisas in vitro evidenciaram que esse farmaco estimula as células T e os
macréfagos a secretarem interferon gama (IFNy) e aumentar a produgédo de
intermediarios reativos de nitrogénio e oxigénio pelos macréfagos (PALUMBO, 2008).
Choudhury et al. (2008) observaram que miltefosina induz a morte celular programada,

sendo também a apoptose um de seus possiveis mecanismo de agao.

Azois e alopurinol sdo dois dos varios medicamentos orais que sédo fracamente
ativo contra Leishmania. Essas drogas ndo sao Uteis como um agente unico, e hé relatos
de casos que elas podem interfirir na efichAcia do tratamento de pacientes
imunossuprimidos, quando as drogas foram usadas em combinagdo,embora, 0s ensaios
clinicos para testar essa combinacdo nao ter sido realizados (TEMPONE; OLIVEIRA;
BERLINCK, 2011).
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Figura 13. Férmula estrutural de Glucantime

Fonte: Fillipin, (2006)
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Figura 14. Formula estrutural de Anfotericina B

Fonte: Fillipin, (2006)
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Figura 15. Formula estrutural de Pentamidina

Fonte: Fillipin, (2006)

Figura 16. Formula estrutural de Miltefosina

Fonte: Fillipin, (2006)

Um dos problemas cruciais para o desenvolvimento de novos farmacos ocorre no
momento da interpretagdo das diferencas e identificagdo do alvo que se tornara valido
para a acao do farmaco. Por exemplo, os estudos tém atentado para farmacos de agao

antiparasitaria que possam se acumular no interior das células. Além disso, deve ser


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/03/Pentamidine-2D-skeletal.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f6/Miltefosine.svg
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dada atencao as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, pois sdo essas que irdo
intervir diretamente na sua biodisponibilidade (CROFT, 1997).

A acao de farmacos que se acumulam nos fagossomos tem estado em evidéncia,
especialmente aquelas que possuem tropismo por lisossomos como aminodacidos,
ésteres e dipeptideos analogos do bis-benzil poliamino (RABINOVITCH, 1989). Ha ainda
moléculas carreadoras que podem ser incorporadas a droga, ajudando na agédo de
receptores de superficie de células infectadas ou de superficie do parasito, como visto
em receptores de manose e fucose em macréfagos infectados por Leishmania permitindo
a acao do alopurinol (NEGRE et al, 1992).

Os mecanismos de interacdo do fa&rmaco com seu alvo podem ser visualizados
por modelos computacionais. Alias, devem-se levar em consideracao os testes de
biodisponibilidade, processamento metabdlico, toxicidade e interagdo com outras
substancias (DAVIS; MURRAY; HADMAN, 2004). As Leishmanias apresentam diferentes
adaptagbes ndo apenas ao que se refere ao tropismo por macréfagos de diferentes
orgaos, mas também adaptacées para sua sobrevivéncia intracelular, o que contribui
para diferente comportamento quanto a susceptibilidade a drogas (CROFT; COOMBS,
2003).

A cura da leishmaniose durante a quimioterapia parece depender do
desenvolvimento de uma resposta imune que ativa macréfagos para que essas células
possam produzir 6xido nitrico, causando uma explosao respiratoéria e a producédo de

anions e superanions, capaz de matar as formas amastigotas (BOGDAN et al., 1996).

Varias estudos sdo realizados para a avaliagdo da susceptibilidade de formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania sp. a farmacos. Os dois estagios possuem
diferencas bioquimicas causando diferentes resultados nesses testes. No geral,
promastigotas sdo menos susceptiveis a farmacos que amastigotas. Os experimentos
realizados com amastigotas intracelulares se correlacionam melhor com a resposta in
vivo. Isso ocorre devido ao fato da forma amastigota ser aquela encontrada no
hospedeiro (FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO, 2004).
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2.12 Prevencao

O controle constante e bem conduzido apresenta excelentes resultados, que para
serem duradouros requer vigilancia epidemiolégica perseverante e obstinada, caso
contrario os focos ressurgem pondo a perder todo o trabalho até entdo realizado. A
inspecado da LV recomendado pela OMS desde a década de 70 € baseado em trés
pontos: diagnéstico precoce e tratamento dos casos humanos; eliminacdo dos caes
reservatorios; e controle do vetor com aplicacao de inseticidas (OPAS, 1987).

Até o ano de 2003, as estratégias de controle, realizadas muitas vezes de forma
isolada e sem continuidade, ndo foram efetivas para reduzir a incidéncia, o que
determinou a reavaliagdo do Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV).
Pelas novas diretrizes, os estados e municipios sem ocorréncia de casos humanos ou
caninos também foram incluidos nas acdes de vigilancia; onde ocorre a transmissao, as

medidas serdo distintas, adequadas e executadas de forma integrada (BRASIL, 2003).

O PCLV é aplicado em areas urbanas ou rurais. Critérios epidemioldgicos,
ambientais e sociais orientam a delimitagcao da area a ser trabalhada onde o indicador é a
ocorréncia de casos humanos. Ressalta a atengcdo ao homem, com capacitacdo de
pessoal técnico e profissionais de saude para diagnostico e tratamento (BRASIL, 2003).

A vigilancia epidemioldgica € um dos componentes que visa minimizar as taxas de
letalidade e o grau de morbidade através do diagndstico e tratamento precoce dos casos
humanos, bem como da diminuicdo dos riscos de transmissdo mediante controle da
populagdo de reservatorios e vetores. O novo enfoque do PCLV incorpora areas sem
ocorréncia de casos humanos ou caninos da doenca nas agdes de vigilancia e controle,
com objetivo de evitar ou diminuir a expansao da doenca (BRASIL, 2003).
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3 Objetivos:

3.1 Geral:
Investigar a atividade do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf e

Citral sobre Leishmania (L) chagasi.

3.2 Especificos:

+ Identificar e quantificar os compostos quimicos do 6leo essencial obtido das folhas
frescas de Cymbopogon citratus e do Citral por Cromatdgrafo Gasoso acoplado a um
Espectrometro de Massas e Detector por lonizagdo de Chama;

» Determinar as concentragdes inibitérias 50% (Clsy) do 6leo essencial e Citral contra as
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) chagasi;

* Mensurar a citotoxicidade do 6leo essencial e Citral em células da cavidade peritoneal
de camundongo BALB/c;

» Observar a producao de 6xido nitrico pelo 6leo essencial e Citral em macréfagos da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c;

» Diagnosticar as alteracdes morfolégicas nas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi
desenvolvidas em presencga do 6leo essencial e Citral por microscopia de luz;

* Avaliar a permeabilidade de membrana celular em promastigota de Leishmania (L)

chagasi pelo Citral por fluorescéncia.
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4 Metodologia

4.1 Material botanico

As folhas frescas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf foram colhidas as 7 horas e
40 minutos na Fazenda Mae Terra em maio de 2011, na temperatura de 21°C, umidade
relativa do ar de 68%. A fazenda se localiza no municipio de Santana do Sao
Francisco/SE — Brasil. A planta foi identificada pelo sistemata Dr. Lauro Xavier-Filho e foi
depositada sua exsicata no Herbario da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Séao
Cristévao/SE com numero de registro ASE19145. Quanto ao Citral, esse foi obtido
comercialmente da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany).

4.2 Extracao do o6leo essencial de Cymbopogon citratus

Para extragdo do 6leo essencial das folhas frescas de Cymbopogon citratus foi
utilizado o método por arraste de vapor (figura 17), conforme Alencar; Craveiro, Matos.
(1984). O tempo de extragéo foi de aproximadamente 2 horas, em sequéncia se calculou
o teor em 6leo essencial pelo volume de 6leo essencial obtido dividido pela sua massa de
folhas frescas e o resultado multiplicado por 100, segundo RODRIGUES (2007). O 6leo
foi acondicionado em frasco de vidro de cor ambar, hermeticamente fechado e
armazenado na temperatura de -15°C até a analise. A extragdo foi realizada no
Laboratério de Produtos Naturais e Biotecnologia do Instituto de Tecnologia e Pesquisa —
Aracaju/SE.

Figura 17. Extrator de 6leo essencial por arraste de vapor — Marconi.
Fonte: Laboratério de Produtos Naturais e Biotecnologia do Instituto de Tecnologia e
Pesquisa — Aracaju/SE.
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4.3 Caracterizacoes quimicas do 6leo essencial de Cymbopogon citratus e Citral

As andlises de Cromatografia Gasosa (CG) foram realizadas utilizando um
Cromatégrafo Gasoso acoplado a um Espectrometro de Massas e Detector por lonizagao
de Chama - CG-MS/FID (CG-2010 Plus; CGMS-QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japédo), equipado com um amostrador automatico AOC-20i (Shimadzu),
procedente do Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sergipe — UFS/Sao Cristovao - SE.

As separacgdes foram realizadas usando uma coluna capilar de silica fundida
Rix®-5MS Restek (polissiloxano 5%-difenil-95%-dimetil) de 30 m x 0,25 mm de didmetro
interno(d.i.), 0,25-um de espessura de filme, em um fluxo constante de hélio (99,999%)
com taxa de 1,2 mL.min". Foi utilizado um volume de injeccdo de 0,5 pL de éleo
essencial e Citral (5 mg.mL™"), com razao de splitde 1:10.

A programacao de temperatura do forno utilizada foi a partir de 50 °C (isoterma
durante 1,5 min), com um aumento de 4 °C / min, a 200 °C, em seguida, a 10 °C / min até
250 °C, terminando com isoterma de 5 min a 250 °C. Os dados de MS e FID foram
simultaneamente adquiridos empregando um sistema de separacao de detector; a razéo
de separacao de escoamento foi de 4:1 (MS: FID). Um tubo restritor de 0,62 m x 0,15
milimetros d.i.. (coluna capilar) foi usado para ligar o divisor para o detector MS; um tubo
restritor de 0,74 m x 0,22 mm d.i. foi utilizado para ligar o divisor para o detector FID.

A temperatura do injetor foi de 250 °C e a da fonte de ions foi de 200 °C. Os
espectros de massa foram gerados a 70 eV; uma velocidade de varrimento de verificagcao
0,3 s, e os fragmentos detectados no intervalo de 40-350 Da. A temperatura do FID foi
ajustada para 250 °C, e os suprimentos de géas para o FID foram ar sintético, hidrogénio,

hélio em taxas de fluxo de 30, 300 e 30 mL.min"", respectivamente.

A quantificagdo de cada constituinte foi estimada por normalizagdo da area do
pico gerado no FID em porcentagem (%). As concentragcbes dos compostos foram
calculadas a partir das areas dos picos de CG e foram dispostos por ordem de elui¢cdo de
CG. A identificagdo dos constituintes foi realizada com base na comparacao dos indices
de retencdo da literatura (ADAMS, 2007). Para o indice de retengdo foi utilizando a
equagao de Van den Dool e Kratz (1963) em relagdo a uma série homéloga de n-alcanos
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(nC9 - nC18). Foram também utilizadas trés bibliotecas do equipamento WILEYS,
NIST107 e NIST21 que permitem a comparacao dos dados dos espectros com aqueles

constantes das bibliotecas utilizando um indice de similaridade de 80%.
4.4 Aspecto ético

No presente estudo foram respeitados o0s principios éticos estabelecidos pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal de Laboratério (SBCAL) e todos os
procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Tiradentes — UNIT/SE, cujo Parecer

Consubstanciado possui numero 060511R (Anexo 1).
4.5 Animais

Para obtengdo dos macréfagos utilizados nos ensaios de citotoxicidade e
amastigotas intracelulares foram usados camundongos BALB/c adultos de 18,0 + 2,0
gramas, mantidos no Laboratério de Toxinologia Aplicada a Farmacos Antiparasitarios,
pertencente ao Instituto Adolfo Lutz — Sdo Paulo/Sao Paulo. J4 o experimento para
detectar produgao de 6xido nitrico realizado também em macréfagos de camundongos
BALB/c, esses foram preservados no Biotério Central da Universidade Federal de
Sergipe (UFS).

A cepa de Leishmania (L.) chagasi, elas foram conservadas em Hamster Dourado
da espécie Mesocricetus auratus. Os animas permaneceram em gaiolas de polipropileno
forradas com serragem, dieta balanceada com ragéo do tipo “pallet’” e agua ad libitum,
temperatura controlada 22 + 2°C, umidade relativa do ar de 40% - 50% (+ 10°C) e ciclo

de luz claro/escuro de 12 horas.
4.6 Eutanasia e descartes dos animais

Apds a eutanasia dos Camundongos e Hamster realizada em Camara de Gas
CO,, suas carcagas foram depositadas em sacos plasticos apropriados e armazenadas
em freezer de coleta de materiais bioldgicos, situados no Laboratério de Toxinologia
Aplicada a Farmacos Antiparasitarios, pertencente ao Instituto Adolfo Lutz — Sao
Paulo/Séo Paulo e no Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia da UFS, para
posterior recolhimento durante a coleta de lixo especifica. Os residuos perfurocortantes
foram armazenados em caixas adequadas para posterior descarte apropriado.
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4.7 Parasitas

Leishmania (L) chagasi (MHOM/BR/1972/LD) foi conservada em Hamsters
Dourados (figura 18). Em cerca de 60 a 70 dias apos a infecgéo as formas amastigotas
foram obtidas apartir de seus bacos por centrifugacao diferencial e a carga parasitaria foi
determinada utilizando-se o método de Stauber; Franchino; Grun, (1958). Ja as
promastigotas foram mantidas em cultivo no meio M-199 suplementado com 10% (v/v) de
soro bovino fetal e 0,25% (v/v) de hemina a temperatura de 24°C (TEMPONE et al.,
2008). Esses ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Toxinologia Aplicada a

Farmacos Antiparasitarios, pertencente ao Instituto Adolfo Lutz — Sdo Paulo/Sao Paulo.

Figura 18. Hamsters dourados saudéveis oriundo do Biotério do Instituto Adolfo Lutz/Séao
Paulo — Sao Paulo

4.8 Determinacoes das concentracoes inibitérias 50% (Cls) do dleo essencial e
Citral contra promastigota de Leishmania (L) chagasi

A inibicdo do crescimento do promastigota de Leishmania (L) chagasi foi
estabelecida como relatado por Tempone et al. (2005), usando Pentamidina como
farmaco padrdo. Para realizar os experimentos se utilizou microplacas de 96 pogos.
Sucintamente, 1x10° promastigotas foram semeadas com diferentes concentragées de
6leo essencial e Citral (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625 e 0,78125 pg/mL),
previamente dissolvido em Dimetilsulfoxido a 0,3% (DMSQO) e diluido em meio M-199
enriquecido com soro bovino fetal a 10%. Quanto a Pentamidina foi usado uma Cls, de
(0,0964 pg/mL), segundo Sartorelli et al. (2007).
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A viabilidade dos parasitos foi determinada utilizando ensaio colorimétrico com
[brometo de 3 (4,5 — dimetiltiazol — 2 — Il) — 2,5 difeniltetrazélio] - MTT para observar a
atividade oxidativa mitocondrial. Para o ensaio foi usado 5 mg/mL de MTT, dissolvido em
PBS (pH 7.0) e esterilizado por membrana Millipore (0,22 ym), conforme TADA et al.
(1986). Foi adicionado em cada poco 20 uL de solucdo MTT e incubado a 37°C por 4
horas. Apés foi acrescido 100 pL de SDS a 10% acidificado com HCI 0,01 M e incubado
por 18 horas a 24°C. A leitura foi realizada em um Multiskan MS UNISCIENCE, atraves
da densidade ética (D.O.) em 570 nm (Figura 19).

O resultado da leitura foi correlacionado com o numero de promastigotas vivas e
padronizado para cada placa. Os controles foram feitos com promastigotas mantidas em
cultivo axénico, essas foram usadas como paréametro de 100% de viabilidade, segundo
Sartorelli et al. (2007) e promastigotas mais DMSO a 0,3 %. As concentragdes inibitérias
50% (Clso) do 6leo essencial e Citral foram determinadas no tempo de 48 horas e
analisadas por curvas sigmoidais concentracao-resposta. Conforme Oliveira et al. (2009),
a concentracao final de DMSO néao deve exceder a 0,4%, posto, até essa concentracao

ndo ocorre danos para Leishmania.

Esses ensaios foram conduzidos no Laboratério de Biologia Molecular do Hospital
Universitario da UFS/SE, realizados em triplicata e repetidos duas vezes com o objetivo de
avaliar a conservagao da atividade do 6leo essencial e Citral, bem como observar a
reprodutibilidade dos resultados.
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Figura 19. Leitura dos resultados obtidos para o 6leo essencial de Cymbopogon citratus
e Citral usando Brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5difeniltetrazélio — MTT.
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4.9 Ensaios de citotoxicidades do oleo essencial e Citral

A citotoxicidade do 6leo essencial e Citral foram mensuradas em macréfagos
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c (4x10° macréfagos/poco). O
ensaio foi conduzido em microplacas de 96 pocos e as células foram incubadas em meio
de cultivo M-199 suplementado com 10% de soro bovino fetal a 37°C e 5% de CO, por 2
horas para adesao das células nos pocos. Em continuidade, as culturas foram incubadas
com diferentes concentracoes de 6leo essencial e Citral (100; 50; 25; 12,50; 6,25, 3,125,
1,5625 e 0,78125 ug/mL), previamente solubilizados em DMSO a 0,3% e diluido em meio
M-199 enriquecido com soro bovino fetal a 10%.

Para determinar a viabilidade das células utilizou-se 0 método colorimétrico com
sal soluvel de tetrazolio — MTT (TADA et al., 1986). A leitura do teste foi realizada em
Multiskan, através da D. O. em 570 nm. Os controles foram pocos contendo Pentamidina
como farmaco de referéncia, pocos com parasitas (promastigotas) mais meio de cultivo
(100% de viabilidade) e DMSO a 0,3% contendo promastigotas (figuras 20 e 21). Os
ensaios foram executados no Laboratério de Toxinologia Aplicada a Farmacos
Antiparasitarios do Instituto Adolfo Lutz — Sdo Paulo/Sdo Paulo, sendo realizados em
triplicata e repetidos 2 vezes com a meta de avaliar a manutencao da atividade do 6leo
essencial e Citral, e também a reprodutibilidade dos resultados.

Figura 20. Camundongos BALB/c provinientes do Biotério do Instituto Adolfo Lutz/Sao
Paulo — Séao Paulo
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Figura 21. Placa mostrando ensaio de citotoxicidade do 6leo essencial de Cymbopogon

citratus e Citral

4.10 Atividades do oleo essencial e Citral sobre amastigota intracelular em
Leishmania (L.) chagasi

Macrofagos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
usando meio de cultivo RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal. Em
uma microplaca de poliestireno (NUNC-PolySorp) com 16 pocos foram distribuidos 4x10°
macrofagos/poco e incubado em estufa na temperatura de 37°C e 5% de CO, por 24
horas para adesédo das células nos pogos. Apos, constatar a adesdo das células se
realizou suas infeccdes com amastigotas. Os amastigotas foram obtidos de bago de
Hamster Dourado infectado previamente (figura 22).

Os amastigotas foram colocados nos pogos contendo macréfagos na proporcao
de 10:1 macréfago, ou seja, 4x10® amastigotas/poco e se incubou em estufa a 37°C e 5%
de CO, por 24 horas. Os macroéfagos infectados foram tratados com 6leo essencial e
Citral, nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625 e 0,78125 pug/mL para
ambos. A microplaca foi incubada em estufa a 37°C e 5% de CO,por 120 horas.

Em sequéncia se descartou o meio de cultivo acima referido e se submergiu a
lamina desacoplada da microplaca em metanol por 5 minutos e depois por 6 minutos no
corante de Giemsa (1902). Na lamina corada (figura 23) foi realizada a leitura por
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microscopia de luz para verificar se havia ocorrido atividade do éleo essencial e Citral
sobre os amastigotas. Esses testes foram executados em triplicata e repetido 2 vezes
com o objetivo de avaliar a permanéncia da atividade do 6leo essencial e Citral, e a
reprodutibilidade dos resultados no Laboratério de Toxinologia Aplicada a Farmacos

Antiparasitarios pertencente ao Instituto Adolfo Lutz — Sdo Paulo/Sao Paulo.

Figura 22. Hamster dourado portando leishmaniose visceral. Seta indica
perda de pelo.

Figura 23. Microplaca (NUNC-PolySorp) apresentando resultado do tratamento das
formas amastigotas intracelular de Leishmania (L.) chagasi com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e Citral.
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4.11 Producao de 6xido nitrico em macroéfagos por 6leo essencial e Citral

Os niveis de o6xido nitrico (NO) em sobrenadante de culturas de macréfagos
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALA/c foram avaliados pela medida da
dosagem de seu produto de degradacao, o nitrito, através da reacao de Griess (Panaro et
al., 1999). Nesse método, o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido para formar
um composto intermediario, o sal de diaz6nio. Em seguida, esse sal reage com N-naftil-
etilenodiamina formando um composto azo estavel de coloragao purpura, podendo ser

analisado em espectrofotometro, na faixa de comprimento de onda de 490 a 540 nm.

Em microplaca de 96 pocgos foram pipetados 50uL dos sobrenadantes das
culturas de macréfagos (7x10°/poco) expostos ao 6leo essencial (25 pg/mL) e Citral (30
ug/mL) e 50 uL do reagente de Griess, seguido de incubagao das placas por 10 minutos
a temperatura ambiente. Interferon-y foi utilizado na estimulagédo da produgdo de 6xido
nitrico. As concentracdes de nitrito foram calculadas a partir de uma curva padrdo de
nitrito de sodio. Os registros de absorbancia foram realizados no comprimento de onda
de 492nm. Essa investigacédo foi desenvolvida no Laboratério de Biologia Molecular do
Hospital Universitario da UFS/SE.

4.12 Estudos morfoldgicos

Para avaliar as alteragbes morfolégicas induzidas pelo 6leo essencial e Citral
sobre as promastigotas de Leishmania (L) chagasi, os parasitas foram submetidos as
concentracdes de 25 pg/mL em Oleo essencial e 30 ug/mL de Citral por 48 horas.
Posteriormente foi confeccionado, em lamina de vidro, um esfregaco a partir da
suspensado dos parasitas, cujos foram fixados com metanol e corados com “Pandtipo
Rapido LB” (Laborclin, Pinhais, Parana, Brasil). As imagens foram obtidas usando um
microscopio de luz Zeiss Axioskop 2 plus acoplado ao programa de visdao Axio, do
Laboratério de Morfologia e Biologia Estrutural no Instituto de Tecnologia e Pesquisa —
Aracaju/SE

4.13 Avaliacao da permeabilidade de membrana celular em promastigota de
Leishmania (L) chagasi pelo Citral

Para avaliar a permeabilidade de membrana celular se utilizou formas de

promastigotas de Leishmania (L.) chagasi (1x10% pogo), cujas foram lavadas com PBS e
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incubadas com 30uL de Sytox Green (1uM) por 15 minutos no escuro. Em sequéncia foi
adicionado 30 pg/mL de Citral. O aumento da fluorescéncia foi executado devido a
ligacdo do marcador fluorescente ao parasita, onde se mediu em um espectrofluorimetro
de placas com os filtros de excitacdo de 485 nm e emissdo de 520 nm. A
permeabilizacdo maxima foi obtida na presenga do detergente Triton X-100 a 0,5%
(controle positivo) (KULKARNI et al., 2009).

A fluorescéncia foi avaliada a cada 30 minutos até um total de 2 horas. Esse
ensaio foi realizado no Laboratério de Toxinologia Aplicada a Farmacos Antiparasitarios
pertencente ao Instituto Adolfo Lutz — S3o Paulo/Sdo Paulo, sendo executado em
triplicata e repetido 2 vezes com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade dos resultados.

4.14 Analise estatistica

Para o célculo da Cls, de 6leo essencial e Citral foi utilizado o método de
regressao linear e nao linear, ja para as comparacoes multiplas de dados foi empregado
o teste de variancia ANOVA, duas vias, seguido pelo teste de Tukey ou o teste variancia
Kruskal-Wallis quando apropriado. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
Para analise de dados foi utilizado o software Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Prism
Software, San Diego, CA).
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5 Resultados e Discussao
5.1 Caracterizacoes Quimicas do 6leo essencial de Cymbopogon citratus e Citral

O teor em 6leo essencial é considerado uma dos mais importantes parametros a
ser avaliado nos plantios destinados a produgao comercial, posto, expressa o percentual
em Oleo produzido a partir de uma determinada quantidade de folhas. Nas condi¢oes
desse estudo o teor em Gleo essencial das folhas fresca de Cymbopogon citratus obtido
por arraste de vapor foi de 0,4669%. Esse Oleo apresenta um teor de 0,28% a 0,5% da
massa fresca, conforme CARVALHO et al. (2005).

Os Cromatogramas do 6leo essencial obtido das folhas frescas e do Citral
gerados por Cromatografia Gasosa encontram-se nas figuras 24 e 25. O Citral pode ser
isolado a partir do 6leo essencial de Cymbopogon citratus, entretanto, por motivos

técnicos nao foi possivel nesse estudo se realizar essa purificagéo.

Em relacdo a composicao quimica foi percebido pelos dados das Tabelas 1 e 2,
que o Oleo essencial de Cymbopogon citratus possui monoterpenos aldeidos aciclicos
isoméricos como constituintes predominantes, sendo que o componente majoritario
encontrado foi o geranial (53,00%) e neral (36,72%). Para mirceno foi detectado (6,02%).
Ja o Citral apresentou geranial (62,21%) e neral (36,50%). O geranial e neral sao
estereoisdmeros e a mistura constitui o Citral. Assim, o Citral € uma mistura isomérica de
geranial [(2E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal; citral A ou isbmero E] e neral [(22)-3,7-
dimetilocta-2,6-dienal; citral B ou isdbmero Z] (OLIVEIRA et al., 2011).

O Citral é considerado uma molécula versatil por ser relevante nas industrias de
alimentos e aromas tendo em vista possuir esséncia de limao, sendo também utilizado
como matéria prima em industrias farmacéuticas, cosméticas e de perfumes. Além de
apresentar atividade antimicrobiana cientificamente comprovada, conforme Behboud et
al. (2012). Esses atributos permitem ao Citral agregar valor comercial. Quanto ao mirceno

estudo demonstrou agao analgésica (ORDONEZ et al., 2007).
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Figura 24 - Cromatograma do 6leo essencial de Cymbopogon citratus obtido das folhas frescas por Cromatografia Gasoso acoplado a um

Espectrometro de Massas e Detector por lonizagédo de Chama.
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Figura 25. Cromatograma do Citral por Cromatografia Gasoso acoplado a um Espectrometro de Massas e Detector por lonizacdo de
Chama.
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Tabela 1. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
identificados por GC-MS/FID e os respectivos teores.

Picos TR (min.) Compostos (%) (%) IRR IRR
ecms cerp O M
1 10.515 6-metil-5-hepten-2-ona 0,51 0,49 988 981
2 10.655 Mirceno 4,35 6,02 992 988
3 14.710 Linalol 0,83 0,79 1101 1095
4 17.185 Z-isocitral 0,54 0,50 1167 1160
5 17.870 E-isocitral 0,97 0,93 1185 1177
6 20.170 Neral 35,63 36,72 1247 1235
7 20.550 Geraniol 1,32 1,17 1258 1249
8 21.265 Geranial 55,28 53,00 1277 1264
9 21.935 2-undecanona 0,57 0,37 1295 1293
Total 100 100

*Indice de retencdo relativo experimental; **Indice de retencédo relativo da
literatura. GC-MS/FID: Cromatografo Gasoso acoplado a um Espectrometro de
Massas e Detector por lonizagdo de Chama. TR: Tempo de Retengao.

Tabela 2. Constituintes quimicos do Citral identificados por GC-MS/FID e os seus
respectivos teores.

Pico TR (min.) Composto (%) (%) IRR IRRIit.**
GC-MS GC-FID exp.*

1 17.185 Z-isocitral 0,25 0,29 1167 1160

2 17.870 E-isocitral 0,52 0,50 1185 1177

3 20.170 Neral 36,09 36,50 1247 1235

4 21.265 Geranial 62,45 62,21 1277 1264

5 24.860 NI 0,68 0,50 1379 NI
Total 100 100

*Indice de retengdo relativo experimental; ** Indice de retengédo relativo da
literatura. GC-MS/FID: Cromatografo Gasoso acoplado a um Espectrometro de
Massas e Detector por lonizagdo de Chama. TR: Tempo de Retencao.
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5.2 Determinacdao da concentracado inibitéria 50% do oleo essencial de
Cymbopongo citratus e Citral em promastigotas de Leishmania (L) chagasi

Nessa pesquisa, se investigou in vitro a atividade do 6leo essencial das folhas
frescas de Cymbopogon citratus e Citral contra Leishmania (L.) chagasi nas formas
promastigota e amastigota intracelular. Nas condi¢ées desse estudo foi observado que
nos promastigotas tanto o 6leo essencial quanto o Citral demonstraram efetividade
com uma Cls¢/48 horas de 25 pg/mL para 6leo essencial e Clso/48 horas de 30 pg/mL
para Citral, conforme figura 26. Em consonéncia com um estudo realizado por Oliveira
et al. (2009), que mostrou um Cls/72 horas de 45 pg/mL para o 6leo essencial de
Cymbopogon citratus sobre as formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi.

Santoro et al. (2007) encontraram em um estudo que o 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e Citral foram efetivos em concentracdes baixas, contra formas
epimastigotas e tripomastigotas do protozoario Tripanosoma cruzi. Trabalho realizado
por Almeida et al. (2008) detectou atividade no extrato hidroalcodlico de Cymbopogon
citratus sobre o fungo Candida spp. Ja Heimerdinger (2005) mostrou eficacia do
extrato alcodlico de Cymbopongon citratus para Boophilus micropulus em bovinos.

Para Oliveira et al. (2012), a atividade anti-Leishmania avaliada cientificamente
do 6leo essencial de Cymbopogon citratus € devido principalmente ao Citral. Pesquisa
desenvolvida por Ferreira et al. (1999) buscando a identificagdo de marcadores
quimicos para espécie vegetal Cymbopogon citratus demonstrou que seu Oleo
essencial possui geranial (52,23%) e neral (42,72%), que sao os formadores do Citral.
Partindo dessa premissa, pode ser que o 6leo essencial de Cymbopogon citratus
desse estudo também tenha como marcador quimico o Citral (tabela 1).

O fato da resisténcia por parte do protozoario Leishmania aos farmacos
existentes, os graves efeitos adversos desencadeados por eles, os custos financeiros
elevados que na maioria das vezes sdo para sanar os problemas causados pelos
transtornos dos farmacos vigentes, bem como a nao existéncia ainda de uma vacina
eficaz e o crescimento exponencial demonstrado em estudos epidemiolégicos tem
sensibilizado a comunidade cientifica e diversas pesquisas estao sendo conduzidas no
mundo utilizando produtos naturais, notadamente as plantas na busca de moléculas

bioativas contra as leishmanioses.
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Figura 26. Curvas concentragdes respostas para o éleo essencial de
Cymbopogon citratus (Figura A) e Citral (Figura B) contra 1x10°
promastigotas/pogo de Leishmania (L) chagasi. A viabilidade dos
parasitas foi determinada usando Brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-II)-
2,5difeniltetrazolio — MTT.
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5.3 Ensaios de citotoxicidades para o6leo essencial e Citral

Os testes de citotoxicidade sao primordiais para as fases iniciais de
desenvolvimento de drogas antiparasitarias, uma vez que definem a concentracdo a
ser utilizada, em etapas posteriores de avaliagao. Além disso, evita danos celulares e
asseguram a seletividade do parasita in vitro (ARAUJO et al., 2011). J& o ensaio com
MTT é um dos indicadores colorimétrico de viabilidade celular bastante utilizado,
sendo capaz de mensurar a fungcdo celular mitocondrial conforme a reducéo
enzimatica do sal tetrazdlico pelas desidrogenases mitocondriais nas células viaveis
(MOSMANN, 1983).

Nesse estudo, a acdo citotoxica do odleo essencial e Citral testados em
macroéfagos da cavidade peritoneal de BALB/c mostrou CCs, de 26,25 ug/mL para o
6leo essencial e 33,96 ug/mL para Citral (figura 27). A toxicidade para o macréfago e a
acdo contra Leishmania (L.) chagasi foi comparada através do indice de Seletividade
(IS). Ele foi calculado a partir da relacdo entre a CCsy/Clso do éleo essencial e Citral
sobre a forma promastigota de Leishmania (L.) chagasi, segundo Osério et al. (2007).
Nessa pesquisa o resultado do IS do dleo essencial foi de 26,25 pug/mL/25 pg/mL =
1,05, ou seja, de 1,05. Ja para o Citral foi de 33,96 pg/mL/30 pg/mL = 1,13, ou seja,
1,13.

Nas condicoes desse estudo, o IS tanto para o 6leo essencial quanto para o
Citral foram baixos, sugerindo pouca especificidade da atividade observada. Estudo
realizado por Santin et al. (2009), com 6leo essencial de Cymbopogon citratus e Citral
contra Leishmania amazonensis e trabalhando com macrofagos da estirpe J774G8
demonstraram IS de 7,8 para o 6leo essencial e 2,0 para Citral, sugerindo que a
espécie de Leishmania, bem como a célula escolhida para realizar teste de

citotoxicidade podem influir nos resultados.

Quando o IS for baixo indica que a atividade anti-Leishmania é provavelmente
devido a citotoxicidade, em vez de atividade contra o parasita. Em contraste, se IS for
elevado oferece um potencial de terapia mais seguro (TEMPONE et al., 2005). Nesse
estudo se resolveu definir 4 como valor minimo de IS para validar uma utilizagéo
segura anti-Leishmania. Ja valores de IS superior a 10 e de Clg, inferior a 10 mg/mL

deve ser fonte promissora de moléculas anti-Leishmania.
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Pesquisas devem ser conduzidas usando outras células animais para testar
citotoxicidade e atividade contra Leishmania visceral, bem como outras espécies de
Leishmanias usando o éleo essencial e Citral objetos desse estudo.
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Figura 27. Curvas concentracdes respostas para o éleo essencial de
Cymbopogon  citratus e Citral em macréfagos  (4x10°
macrofagos/pogo) da cavidade peritoneal de BALB/c (Intervalo de
Confianca: 95%).

5.4 Determinacoes das concentracoes inibitérias 50% do dleo essencial e Citral
em amastigotas intracelulares de Leishmania (L) chagasi

O resultado do ensaio conduzido contra as formas amastigotas intracelulares
tratadas com Oleo essencial de Cymbopogon citratus e Citral mostrou que o0s
compostos acima referidos nao foram ativos. Santin et al. (2009) utilizando o éleo
essencial de Cymbopongon citratus e Citral contra Leishmania amazonensis exibiram
resultados de Cls/72 horas de 1,7ug/mL para 6leo essencial e Cls,/72 horas de
8,0ug/mL para Citral nas promastigotas e nas amastigotas foram encontrados para o
6leo essencial uma Clsy de 3,2ug/mL e para Citral foi uma Clso de 25ug/mL.

Os estudos sobre a atividade leishmanicida de plantas in vivo ndo tém obtido
resultados semelhantes in vitro. As fragbes diclorometano e éter de petréleo de
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Peperomia galioides (Canela branca) e seus constituintes ativos difendlicos exibiram
propriedades in vitro. No entanto, esta atividade n&o foi observada no estudo in vivo
utilizando camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis (FOURNET et al.,
1996).

A miltefosina oral, que foi originalmente desenvolvida como um farmaco
antineoplasico, € ativo contra Leishmania (CROFT et al., 2006). No entanto, parece
mais eficaz contra algumas espécies de Leishmania, sendo sua efetividade variavel
dependendo das areas geograficas, inclusive para a mesma espécie (GONZALEZ et
al. 2008). As espécies de Leishmanias apresentam diferentes adaptacdes nao apenas
no que diz respeito ao seu tropismo por macréfagos de diferentes 6rgados, mas
também adaptacao para sua sobrevivéncia intracelular, contribuindo para um diferente

comportamento quanto a susceptibilidade a drogas, de acordo com Coombs (2003).

Para o entendimento do processo completo de infeccdo por Leishmania e de
como essas infecgdes desencadeiam quadros clinicos diferenciados é necessario que
se compreenda como esses parasitas enganam as defesas celulares, sobrevivem e se
reproduzem no hospedeiro, uma vez que, o0 esclarecimento desses mecanismos pode
expressar novos avangos na quimioterapia das leishmanioses, especialmente, a
possibilidade do desenvolvimento de novos farmacos e formulagées mais especificas
e efetivas contra as leishmanioses, entretanto, muitas dividas ainda paira sobre as
Leishmanias (MALAFAIA, 2008).

Os fatos acima relatados podem explicar os resultados encontrados nesse
estudo e reforcar a idéia de outros trabalhos envolvendo 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e Citral em associagdo com outros principios ativos vegetais
como recursos terapéuticos contra outros protozoarios a exemplo, Giardia lamblia e

também em diferentes espécies de Leishmanias.

5.5 Producao de nitrito em macréfagos da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c por 6leo essencial e Citral

A producao de nitrito foi analisada pela reagéo de Griss, como uma medida da
producdo de éxido nitrico. No que se refere a geragao de nitrito, percebeu-se que nao
houve diferenca significante na sua produgdo quando comparado ao controle (figura
28).
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Figura 28. Efeito do 6leo essencial de Cymbopogon citratus e do Citral na geragao de
nitrito em macréfagos (7x10°/poco) de cavidade peritoneal de BALB/c. Os macréfagos
foram tratados com o 6leo essencial de Cymbopogon citratus (25 ug/mL) e Citral (30
ug/mL). O controle foi representado por promastigota + meio de cultivo (100%
viabilidade). IFN-y — citocina estimuladora de macréfagos a sintetizar NO. Os dados
estdo expressos em média + d.p.m. Os dados foram analisados através do teste de

variancia Kruskal-Wallis

Em modelos murinos tem sido reportada que a morte intracelular de
amastigotas pode esta correlacionada com a sintese de nitrito, um produto estavel da
degradagédo do NO, que € considerada como a principal molécula responsabilizada
pela eliminacéo da Leishmania (GREEN et al., 1982)

A geracdo de NO por macréfagos é catalizada pela enzima oxido sintase
induzida (iNOS), cuja usa L-arginina, como substrato. A capacidade de macréfagos
matarem amastigota de Leishmania tem sido correlacionada com a capacidade de
producdo NO por eles. No entanto, além da producdo de NO, outro mecanismo
associado a atividade antiLeishmania de macrofagos ativados é a producédo de
moléculas reativas de oxigénio, como o anion superoxido (O,), radicais hidroxila (OH")
e peroxido de hidrogénio (H.O,) (MURRAY, 2005).

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que nem o 6leo essencial nem
o Citral induziram a produgéao de NO nos macrofagos. Com essa constatacao pode se
pensar que procede a falta de atividade das substéncias acima referidas nas
amastigotas intracelular em Leishmania (L.) chagasi.
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5.6 Imagens obtidas por microscopia de luz

Quando observado por microscopia de luz em laminas de vidro corada por
“Pandtipo Rapido LB” (Laborclin, Pinhais, Parana, Brasil), as promastigotas de
Leishmania (L.) chagasi, apés tratamento com 6leo essencial e Citral (Cls,/48 horas de
25 pg/mL para Oleo essencial e 30 ug/mL para Citral) revelaram alteracdes
morfolégicas (figura 29 C e D), notadamente nos flagelo que em algumas formas néo
foram observados e em outras existiam dois, bem como aumento do volume celular

seguida por ruptura da membrana plasmatica.

Pesquisa desenvolvida por Siqueira et al. (2011) exibiu altera¢gées semelhantes
as encontradas nesse estudo usando o dleo essencial obtido das folhas de Annona
coriacea in vitro (Cls¢/24 horas de 39,33ug/mL), nas formas promastigotes de
Leishmania (L.) chagasi, Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (L.) major e
Leishmania (V.) braziliensis.
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Figura 29. Imagens a partir de microscopia de luz dos promastigotas de
Leishmania (L.) chagasi. Nas Figuras (A e B) vé-se promastigotas em cultivo
axénico (viabilidade de 100%). Nas Figuras (C e D) tém-se formas promastigotas
tratadas com 25 pg/mL de OE de Cymbopogon citratus e 30 ug/mL de Citral. A
coloragéo utilizada foi “Panétipo Rapido LB” (Laborclin, Pinhais, Parana, Brasil).
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5.7 Avaliacao da permeabilidade de membrana celular em promastigota de
Leishmania (L.) chagasi pelo Citral

Para avaliar a permeabilidade da membrana celular em promastigotas de
Leishmania (L.) chagasi, o Citral foi selecionado por ser um componente puro e a
purificagdo de compostos ativos pode resultar em um aumento consideravel da sua
atividade, ja o éleo essencial € uma mistura complexa em estado natural. A figura 30
mostrou que ocorreu significativa alteracdo na permeabilidade da membrana do
promastigota em presengca do Citral, podendo essa interagdo ter promovido a
formacao de poros na membrana celular do parasita e o consequente extravasamento

de substéancias intracelular acarretando, provavelmente, a morte dele.

O mecanismo pode ter sido pela ligacdo do Citral ao ergosterol da membrana
celular da Leishmania (L.) chagasi levando a alteragdo na permeabilidade celular, em
anuéncia com estudos realizados com o farmaco sintético anti-Leishmania Anfotericina
B por Saha et al. (1986), Olliaro; Bryceson, 1993 e Urbina, 1997 que notaram ser o
mecanismo do farmaco citado decorrente de sua ligagcdo ao ergosterol que resultou
em alteracdo da permeabilidade de membrana celular e do equilibrio osmético do

parasita.
30000000 o Citral
-2 Branco
=2 N —a— Controle positivo
£ 1 ok —— Controle DMSO
@ 20000000- i wxk
bt *xx
o
3
‘; kK
©
(7]
§ 10000000+
=
[
=
» = —m
0 T T T
o) 30 60 90 120

Tempo (minutos)

Figura 30. Fluorescéncia Sytox Green da Leishmania (L.) chagasi. Promastigotas (1 x
10%/pogo) foram tratadas com Citral (30 pug/mL), branco (Leishmania (L.) chagasi em
meio de cultivo), DMSO (controle negativo) ou Triton X-100. (controle positivo). **p <
0,01 e **p < 0,001 quando comparado ao controle (DMSO) (teste de varidncia
ANOVA duas vias, seguido pelo teste de Tukey).
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6 Conclusao

Os dados evidenciados no presente trabalho permite sugerir que o 0leo
essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf e Citral:

= apresentam agao contra as formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi.
No entanto, ndo foi verificado atividade sobre as formas amastigotas
intracelulares;

= expressam atividade citotéxica em macréfagos da cavidade peritonial de
camundongos BALB/c;

» nao formam nitrito em macréfagos da cavidade peritonial de camundongos
BALB/c;

= produzem alteracbes na morfologia externa nas formas promastigotas da
Leishmania (L.) chagasi, notadamente nos flagelo que em algumas formas nao
foram observados e em outras existiam dois, bem como aumento do volume
celular seguida por ruptura da membrana plasmatica;

» Citral forma poros na membrana celular das formas promastigotas, sugerindo
que o mecanismo de acido pode ser por alteracdo de permeabilidade de

membrana celular e do equilibrio osmético levando a morte do parasita.
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7 Propostas para trabalhos futuros

Na busca por um farmaco que possa ser eficaz contra a leishmaniose visceral
e com efeitos colaterais minimizados para o0 usuario apresentamos algumas

sugestdes:

Pesquisar estratégias que permitam usar o Citral no controle das formas
promastigotas no vetor Lutzomyia longipalpis, na tentativa de minimizar a infecgéo do

homem e outros animais tais como os caes em Sergipe;

Realizar estudos pré-clinico em camundongos BALB/c, bem como em outros
animais susceptiveis a leishmaniose visceral, empregando uma formulagéo, a exemplo
emulsao apartir do Citral, com a meta de observar a possibilidade de usa-la como um
novo medicamento preventivo em areas consideradas endémicas para leishmaniose

visceral como Aracaju.
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Anexo 1. Liberagdo do Comité de Etica em Pesquisa — CEP-UNIT.

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Oleo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., e seu composto
majoritario citral, uma possibilidade de tratamento contra leishmaniose visceral.
Wludor Responsavel Ana Maria Guedes de Brito ;‘
[Data da Versao 16/06/2011 | [cadastro 060511R | [Data do Parecer 17/06/2011 |

[ Grupo e Area Temitica Il - Projeto fora das areas tematicas especiais I

Objetivos do Projeto ]

Objetivo geral
Avaliar a atividade do 6leo essencial obtido das folhas frescas da planta Cymbopogon citratus‘

(DC.) Stapf., e sua fragdo majoritaria citral como uma alternativa terapéutica para leishmaniose
visceral. ‘

Objetivos especificos:
«Coletar o material boténico; }
«Extrair o 6leo essencial a partir do material botanico coletado e adquirir o citral |

«Identificar e quantificar os compostos quimicos do 6leo essencial obtido e do citral;
«Determinar seus respectivos rendimentos; [
«Realizar os ensaios in vivo do 6leo essencial e citral contra a forma amastigota intracelular dei
Leishmania (L.) chagasi; [
«Delimitar os valores das concentragdes 50% (CE50) do éleo essencial e citral contra a forma
amastigota de Leishmania (L.) chagasi; 1
«Testar a citotoxicidade do 6leo essencial e citral em célula de mamifero; 1
«Determinar a produgao de 6xido nitrico pelo 6leo essencial e citral em célula de mamifero;
«Avaliar a atividade hemolitica do éleo essencial e citral em eritrécito de BALB/c;

Diagnosticar alteragdes na promastigota de Leishmania (L.) chagasi desenvolvidas em [
presenca do 6leo essencial e citral por microscopia eletrénica; i
+Averiguar as possiveis formas de incorporagao dos 6leos essenciais na preparagao de um
novo fitoterapico e testar sua dissolugdo em diferentes meios. ‘

Sumdrio do Projeto

Os dleos essenciais s3o resultantes do metabolismo secundario das plantas aromaticas. Estudos ;

cientificos provaram que o 6leo essencial da planta Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., bem como seu |

composto majoritério citral (DC.) s@o importantes matérias-primas industriais, utilizadas na |

‘manufatura de produtos nos setores da perfumaria, cosmética, alimenticia e bebida, farmacéutica,

higiene e limpeza. O objetivo desse trabalho sera avaliar a atividade do 6leo essencial obtidos das

| folhas frescas da planta supracitada e do citral como uma alternativa terapéutica para leishmaniose

| visceral. Para tanto, sera coletado o material vegetal, extraido seu 6leo essencial por arraste de

| vapor, determinado seu rendimento e adquirido o citral, realizado suas analises qualitativas e

| quantitativas por cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria de massas, cromatografia

QY com detector de ionizagéo de chama, avaliado a concentragéo efetiva de 50% (CES50) para a
| forma amastigota intracelular de Leishmania (L.) chagasi, testado suas citotoxicidades em células de

' fero, as delimitagdes de produgao de oxido nitrico e atividade hemolitica, além de realizar

s por microscopia eletrnica. A etapa final sera a formulag&o de um fitoterapico contra o

0zoario Leishmania (L.) chagasi responséavel pela leishmaniose visceral que sera testado com a

a de verificar sua dissolug&o para o organismo humano. Através dessa pesquisa espera-se

ar um fitoterapico eficaz, seguro e de custo acessivel contra leishmaniose visceral.
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Anexo 2. Artigo1- Evaluation of the in vitro activity of the essential oil of
Cymbopogon citratus (DC) Stapf and Citral on Leishmania (L.) infantum

» Submission Confirmation Sah, 23 Fey 2013851819

De Toxicon

Para  profanaguedesi@yahoo.com.br

Dear Ana,

Your submission entitied "Evaluation of the in vitro activity of the essential il of Cymbopagon citratus (DC) Stapf and Citral on Leishmania (L) infantum™ has
been received by Toxicon

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System as an author. The URL is http:/fees elsevier.comtoxcon/,

[f you need to refrieve password details, please go to: hitp/fees. elsevier.com/TOXCON/automail guery.asp

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Elsevier Editorial System
Toxicon
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Anexo 3. Artigo 2 — Anti-Leishmania activity: integrative review from 2000 to 2011.

Journal On Web
Pharmacognosy Reviews

Welcome Ana Maria Brito Message

Dear Prof. Brito,

The Editorial Board of Pharmacognosy Reviews is pleased to inform you that your
manuscript entitied PLANTS WITH ANTI-LEISHMANIA ACTIVITY: INTEGRATIVE
REVIEW FROM 2000 TO 2011, with manuscript numbsr phrev 339 12, is acceptable
for publication in the Jowrnal

We will b= sending you the page proofs through the manuscript management site
before publication of the manuscript. At that time, you may place the arder for the
extra reprints,

|f you have not sent the copyright form signed by all the contributors and the images,
if amy, till now, you are requested to do =0 at the earliest. Copyright form can be
emailed to copyright@medknow.com Copyright form can be emailed to
copynght@medknow. com

Flzzsz note that the journal resarves the ights to make changes in the languags,
grammar, presentation, stc. to suit the journals requirsments.

We thank you for submitting your valuable research work to Fharmacognosy
Reviews.

With warm personal regards,

Yours sincersly,

The Editorial Team

Pharmacognosy Reviews
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Anexo 4. Artigo 3 - Aromaterapia: da génese a atualidade

Imprimir http://br.mg5.mail.yahoo.com/neo/launch?.rand=0...

Assunto: Re: artigo 11_050
De: Revista Brasileira de Plantas Medicinais RBPM (rbpm.sbpm@gmail.com)
Para: profanaguedes@yahoo.com.br;

Data: Quinta-feira, 10 de Maio de 2012 9:25

Prezada Profa Ana Maria,
Confirmo o recebimento do artigo 11_050.

Att,
Michelle Watanuki

Em 4 de maio de 2012 16:52, Ana Maria Guedes de Brito
<profanaguedes@yahoo.com.br> escreveu:
Prezada Michelle Watanuki,
- Envio em anexo o artigo 11_050 com as corregdes solicitadas pelos relatores.
att, S

- Profa. Ana Maria Guedes de Brito

De: Revista Brasileira de Plantas Medicinais RBPM <rbpm.sbpm@gmail.com>
. Para: profanaguedes@yahoo.com.br
. Enviadas: Sexta-feira, 27 de Abril de 2012 9:05
. Assunto: artigo 11_050

v Prezada Ana Maria,

- Segue anexado o parccer dos relatores do artigo 11_050. Favor considerar as contribuigdes e enviar
o artigo reformulado dentro de 30 dias.

- Atenciosamente,
: Michelle Watanuki

Revista Brasileira de Plantas Medicinais - RBPM
Sociedade Brasileira de Plantas Medicinais-SBPM
rbpm.sbpm@gmail .com
CPQBA-UNICAMP (19) 2139 2891
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Anexo 5. Resumo aceito no 5° Congresso Mundial de Leishmaniose

Duestion
=7
Dear SHEYLA ALVES RODRIGUES,

We are pleased to announce that your sbstractsbstracts, listed below, wasivers

aocepted for presentation on the 3 World Congress on Leishmaniasis - WORLDLEI5H
o, that will b= held at the Enotel Resort & SPA’s Conwvention Center from May 13th to 17th
2013, at Porto de Galinhas, Pernambuco, Brazil.

The detailed timetable containing the day, time and place of youwr
presentationfpresentations will b= later sent by e-mail and announced on the
WorldL=ishE official website.

For further information, please contact the Congress Secretariat - Buresw d= Eventos
Ltda, throwgh the phones: +56 (81) 34630208 / +55 (81) 3643-0725 or via e-mail:
helpdeskiworkdlzishb.orng.

Hawe 3 good confersncs,

WarldLeish® Scientific Committes Untitled Document
Please find below the confirmation for youwr abstract{s) submitted to the Sth Waorld
Congress on Leishmanissis.

Registrati

Title Submitted
on

EVALUATION OF ACTIVITY OF THE
1270 ESSENTIAL OIL OF CYMBOPOGON 18012013

CITRATUS {OC ) STAFF AMD CITRAL

AGAINST VISCERAL LEISHMANIASIS.
AMA ASFES GLETES 06 GRTODE SHEYLA ALYES AOOAIGLESE BAKA CAMOELLE FINTOE
ANOFE CUSTAWD TEMPOMES, LALRD KAIWER FILHOA

LZLMWRESOADE TIRADGMNTRS, ARACAN] - Sa - BRASL. LAINSTITUTS ADCLFD LUTE Sho
FALD - 5T - BRAEL L1ERMNCENT, FOATALRTA - O - WEASL

Form of precsntation : POSTER

If you want to see your abstract, please access the link below and type in the given
code and Password  ACCESS



