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Resumo: As doengas tropicais constituem um grave problema de satde publica por serem negligencia-
das e atingirem especialmente as populagdes mais pobres, dentre as quais, a leishmaniose é considerada
dependente de tratamentos quimioterapicos insatisfatorios. Grandes esfor¢os tém sido empregados na
busca por novos medicamentos nas ultimas décadas, sendo o uso da fitoterapia investigado com gran-
de interesse, devido as plantas serem consideradas uma ampla fonte de compostos com potencial medi-
cinal. A atividade anti-protozoario da substancia p-Cimeno sobre formas promastigotas e amastigotas
axenicas de Leishmania amazonensis, foi avaliado. Apds 72 horas de cultivo, o p-Cimeno apresentou con-
centracio inibitéria de 50% (Clsp) igual a 65,0 ug/mL e 55,0 ng/mL sobre as formas promastigotas e
amastigotas axénicas, respectivamente. Analises de citotoxicidade do p-Cimeno, foram realizadas por
meio do método colorimétrico da sulforodamina-B sobre macréfagos J774.G8 e a concentracio citoto-
xica para 50% das células (CCsg) foi de 54,0 ug/ml.. Os dados obtidos indicam efeito antiparasitirio do
p-Cimeno sobre Leishmania amazonensis, principalmente sobre sua forma amastigota, sendo considerado
potencial candidato para novos estudos contra o parasito.

Palavras-chave: Monoterpenos; anti-Lezshmania; leos essenciais.

In vitro p-Cymene antiprotozoal activity on Leishmania amazonensis

Abstract: Tropical diseases are a serious public health problem as they have been neglected and espe-
cially affect the poorest populations. Among these diseases, leishmaniasis is considered dependent on
unsatisfactory chemotherapy treatments. Great efforts have been made in the search for new drugs in
the last decades, and the use of herbal medicine has been investigated with great interest due to the fact
that plants are considered a wide source of compounds with medicinal potential. This study evaluated
the anti-protozoal activity of the substance p-Cymene on axenic promastigotes and amastigotes forms
of Leishmania amazonensis. After 72 hours of culture, p-Cymene had an inhibitory concentration of 50%
(ClIs0) equal to 65.0 ng/mL on axenic promastigotes and 55.0 pg/mL on axenic amastigotes. Cytotoxi-
city analyses of p-Cymene were performed using the colorimetric method of sulforodamine-B on mac-
rophages J774.G8 and the cytotoxic concentration for 50% of the cells (CCsp) was 54.0 ug/mlL. The
data obtained indicate antiparasitic effect of p-Cymene on Lezshmania amazonensis, mainly on its amasti-
gotic form and p-Cimene was considered a potential candidate for further studies against the parasite.
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INTRODUCAO

Protozoarios do género Lezshmania sp.,
sao transmitidos através da picada de insetos
flebotomineos, popularmente conhecido como
mosquito-palha, o qual abriga uma das formas
de vida do parasito chamado de promastigota
(GOTO; LINDOSO, 2012; CONCEICAO-
SILVA; MORGADO, 2019). Esta se aloja no
trato digestorio destes insetos e posteriormen-
te sdo transmitidas por repasto sanguineo. A
outra forma em que se apresenta o parasito, é
denominado de amastigota, que por serem in-
tracelulares obrigatorios, parasitam macréfagos
celulares infectando hospedeiros vertebrados,
dentre os quais, se destaca 0 homem (ALVAR
et al. 2012; RODRIGUES et al., 2019). Desta
maneira, a doenca conhecida como leishmani-
ose, se desenvolve através deste ciclo de vida
dimérfico do protozoario.

De acordo com a Organiza¢ao Mundial
de Sadde (OMS), a leishmaniose é endémica
em 97 pafses, com aproximadamente 12 mi-
Ihées de pessoas infectadas em todo mundo,
ocorrendo de 1 a 2 milhdes de novos casos de
infecgdo por ano, que afetam principalmente
populacdes da Africa, Asia e América Latina
(WHO, 2019).

A doenga se distingue basicamente em
duas formas clinicas: a leishmaniose visceral
(LV) e a leishmaniose tegumentar (LT), que
compreende a leishmaniose cutanea, cutinea
difusa e mucocutanea (WHO, 2017). Estas
ultimas produzem ulceragdes cutaneas e de
tecidos mucosos que podem evoluir para o
acometimento de 6rgaos nobres como bago,
figado e medula 6ssea, constituindo a forma
mais grave e letal da doenca (BELO et al.
2013; CANTANHEDE et al. 2105). Para a
espécie Leishmania amagonensis sio atribuidas
manifesta¢oes clinicas dos tipos cutanea e mu-
cocutanea (BRASIL, 2017).

Atualmente o tratamento da leishmani-
ose apresenta alguns desafios, além de nao ha-
ver vacina desenvolvida para impedir novas
infecgoes, as drogas antimoniais pentavalentes
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que foram desenvolvidas antes de 1960 ainda
sao utilizadas como primeira escolha para o
tratamento. Estes medicamentos apontam alta
toxicidade, com varios efeitos colaterais por
haver necessidade de serem administrados por
periodos de tempo prolongados, com alto cus-
to e baixa eficicia (MENEZES et al.,, 2015;
PONTE-SUCRE et al. 2017; CHARLTON et
al. 2018). Complementarmente, 0os compostos
de segunda escolha utilizados nos casos de re-
cidiva, incluem a anfotericina B, pentamidina,
miltefosina e paromomicina (NO, 2016;
ARONSON et al., 2016). Para tanto, outros
grupos de agentes quimioterapéuticos estao em
fase experimental no tratamento contra a leish-
maniose, sio os inibidores de sintese do ergos-
terol, incluindo terbinafina e derivados de imi-
dazol como: cetoconazol (KZT), itraconazol
(I'TZ) e clotrimazol (CTZ) (KHAMESIPOUR,
2014).

Diante disso, a quimioterapia disponivel
no momento atual ainda ¢ limitada e insatisfa-
toria, 0 que torna necessario a procura de no-
vos agentes com propriedades terapéuticas
para o tratamento da leishmaniose. Neste con-
texto, destacam-se os fitoquimicos. As plantas
sao reconhecidamente importantes pela produ-
¢ao de compostos quimicos naturais proveni-
entes do seu metabolismo celular secundario,
os quais apresentam propriedades medicinais e
sao caracterizados como Oleos essenciais
(NEWMAN; CRAGG, 2016; ULLAH et al.
2016; KUMAR et al., 2018).

O composto organico aromatico chama-
do p-Cimeno, é encontrado constituindo diver-
sos Oleos essencials, apresentando diversas
aplicabilidades biotecnoldgicas na industria
farmacéutica. Sua atividade vai desde a antioxi-
dante, anti-inflamatoria, anticancer até efeito
antinociceptivo  (QUINTANS et al, 2013;
OLIVEIRA et al., 2015; LIMA et al., 2018;
SANTOS et al.,, 2019). Adicionalmente, ¢ con-
siderado um importante intermediario na sin-
tese de antifingicos, pesticidas e antimicrobia-

nos (AGULLO et al. 2017; TIAN et al., 2018;
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BENELLI et al., 2019).

No presente estudo, foi avaliada a ativi-
dade anti-Leishmania da substancia p-Cimeno,
contra formas promastigotas e amastigotas
axenicas de Lezshmania amazonensis, bem como
seu efeito citotoxico sobre macréfagos da li-

nhagem ]774.G8.

MATERIAIS E METODOS
Utilizagao do p-Cimeno

A substancia teste utilizada neste estudo
foi p-Cimeno (1-metil-4-(1-metiletil) benzeno),
adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA).

Manutengio das culturas de células

Formas promastigotas de ILeishmania
amazonensis (cepa WHOM/BR/75/JOSEFA)
foram cultivadas em meio Warren (infusio de
cérebro e coragdo, hemina e acido félico) pH
7,0 suplementado com 10% de soro fetal bo-
vino inativado (SFB — Gibco Invitrogen Cor-
poration, New York, USA) e incubadas a 25
°C. As formas amastigotas foram mantidas em
meio de Schneider (Sigma, St. Louis, MO,
USA), pH 4,6 suplementado com 20% de
SFB, incubadas a 32 °C. Macrofagos J774G8
foram cultivados em meio RPMI 1640
(Sigma), pH 7,6, suplementado com 10% de
SFB, incubadas a 37 °C numa atmosfera de
5% de COa.

Obtengdo das formas amastigotas axéni-
cas

As formas amastigotas axénicas foram
obtidas a partir de formas promastigotas de L.
amazonensis (cepa WHOM/BR/75/JOSEFA),
conforme descrito em Ueda-Nakamura; At-
tias; Souza, 2001. Para isso, formas promasti-
gotas com 72 h de cultivo foram semeadas em
meio de Warren pH 7,0 suplementado com
20% de SFB e incubadas a 25 °C por 48 h.
Essas culturas foram transferidas para a estufa
a 30 °C onde permaneceram durante 24 h.
Apbs esse tempo, foram incubadas a 32 °C até
a diferenciagao para serem semeadas em meio
Schneider pH 4,6 suplementado com 20% de
SFB, com incubag¢ao nessa mesma temperatu-
ra, conforme descrito anteriormente.

Atividade antiproliferativa do p-Cimeno
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sobre formas promastigotas e amastigotas
axénicas

Para determinar a atividade inibit6ria do
p-Cimeno no crescimento de L. amazonensis,
formas promastigotas e amastigotas axénicas
com 48 h de cultivo foram semeadas com um
inéculo inicial de 1x106 células/mlem meio
Warren ou Schneider, respectivamente, em
placas de 24 e 12 pogos estéreis na presenca
ou na auséncia do p-Cimeno solubilizado em
DMSO (dimetilsulféxido - Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, USA) a 1%. A inibicao do
crescimento foi avaliado através da contagem
em camara de Neubauer ap6s 72 h de trata-
mento. Os resultados foram expressos através
do percentual de inibi¢ao de crescimento em
relacao ao controle.

Ensaio de citotoxicidade pelo método co-
lorimétrico da sulforodamina-B

O efeito citotoxico do p-Cimeno sobre
macréfagos J774.G8, foi determinado a partir
de culturas com 72 h, com um inéculo inicial
de 5 x 10% células/ml em RPMI 1640. Os en-
salos foram realizados em placas de 96 pogos
estéreis, com incubacio a 37 °C com tensao de
5% de CO; durante 24 h para a formacao de
uma monocamada de células. Apos esse tem-
po, a monocamada de células foi tratada com
varias concentra¢oes do p-Cimeno e incubada
por mais 48 h. A inibi¢ao do crescimento celu-
lar foi avaliada por meio do método colorimé-
trico da sulforodamina B, segundo Skehan et
al. (1990). A leitura foi realizada em leitor de
ELISA (Bio-Tek FL-600 Microplate Fluores-
cence Reader), em densidade 6ptica (DO) de
530 nm. Os resultados foram expressos atra-
vés do percentual de inibi¢io de crescimento
em relagdo ao controle.

Indice de Seletividade

Conforme descrito por Santin et al
(2009), para determinar a seletividade
citotoxica da substancia testada, o indice de
seletividade (IS) foi calculado de acordo com a
seguinte equagao:

IS = CCs, para células de mamiferos

IC5, para protozoarios

CCso = Concentracio citotéxica de 50%
1C50 = Concentracio inibitéria de 50%
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Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em
triplicatas e os dados foram analisados através
da Analise de Variancia (ANOVA). O teste t
Student’s foi aplicado, e um valor de p= a
0,05 foi considerado significativo comparado
ao grupo controle. A analise estatistica foi
realizada com o programa Graph-Pad Prism 4
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia,
EUA, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A descoberta e o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento da leishma-
niose a fim de obter novos medicamentos
com atividade leishmanicida eficaz e de baixa
toxicidade representa uma necessidade urgen-
te. Pois, de acordo com estudos realizados
por Bezerra et al. (2018), a incidéncia do tipo
mais grave da doenga a leishmaniose visceral,
aumentou em 53% entre os anos de 1990 a
2016 no Brasil, acometendo em 26% de crian-
cas menores de um ano de vida. Alvar et al.
(2012) ,relatam que do numero total de casos

de LV decorrentes nas Américas, 96% destes
ocorrem no Brasil.

Virias classes de compostos quimicos
incluindo naturais e sintéticos sio descritos
com atividades biolégicas potenciais (CAO et
al., 2007; HUSSAIN et al.,, 2014; ASHOK et
al., 2017). Sendo que, das 252 substancias
consideradas basicas e essenciais pela WHO,
11% sdo exclusivamente de origem vegetal e
um numero significativo de farmacos sintéti-
cos sao obtidos de precursores naturais
(RATES, 2001).

Primeiramente avaliamos a atividade
antiproliferativa do p-Cimeno, sobre o cresci-
mento das formas promastigotas (Figura 1A)
e amastigotas axénicas (Figura 1B) de L. ama-
gonensis. Nossos resultados demonstram que o
p-Cimeno foi capaz de afetar o crescimento
dos parasitos, e como pode ser observado, o
melhor efeito antiproliferativo foi alcangado
sobre as formas amastigotas axénicas, por
apresentar menor Clso, quando comparado
com as formas promastigotas. Os valores de
ClI50 obtidos sao mostrados na Tabela 1.
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Figura 1. Efeito do p-Cimeno na proliferacao de L. amazonensis, apés 72 h de tratamento: A) células
promastigotas; B) células amastigotas axénicas. As barras indicam o desvio padrao.

Tabela 1. Cl5 das formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. amazonensis; efeitos citotoxicos
(CCso) para células J774.G8 e seus respectivos indices de seletividade (IS) para o p-Cimeno.

Promastigotas Amastigotas Citotoxicidade p-Cimeno
CC50 (ug/mL)
CI50 (ng/mL) IS CI50 (ug/mL) IS
65,0 0,83 55,0 0,98 54,0

2
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Os Oleos essenciais correspondem a
uma mistura de compostos com predominio
de terpenos. Estes compostos terpénicos siao
constituidos majoritariamente por monoter-
penos e o restante corresponde a sesquiterpe-
nos (GUIMARAES et al., 2012). Estudos
fitoquimicos revelam ser o p-Cimeno um hi-
drocarboneto aromatico que possui origem
natural nos monoterpenos, apresentando-se
como principal precursor biossintético do
carvacrol (MARCHESE et al., 2017).

Dentre os constituintes majoritarios
dos compostos terpénicos, estao: timol, car-
vacrol, limoneno, a- e 3-Pineno, mentol, a- e
B-Tujona, linalol, y-Terpineno, 1,8-cineol e p-
Cimeno (BAKKALI et al, 2008, MAR-
CHESE et al., 2017). De acordo com Tian et
al. (2018), p-Cimeno, carvacrol e timol, sao
substancias encontradas em maiores porcen-
tagens nos 6leos essenciais vegetais e respon-
saveis por suas propriedades antimicrobianas.

O p-Cimeno, é um dos constituintes
terpénicos mais abundante que ocorre em
plantas aromaticas como tomilho (género
Thymus) e orégano (género Origanum). Contu-
do, também é encontrado em mais de 100
espécies de plantas pertencentes aos géneros:
Ocimum (Lamiaceae), Eucalyptus (Mirtaceae),
Protium (Burseraceae) e Artemisia (Asteraceae)
(PHILIS, 2005). Segundo Cavalli et al.
(2004); Foe et al. (2016) e Mechergui et al.
(2016), niveis expressivos de p-Cimeno sio
encontrados em 6leos essenciais de plantas
aromaticas como Thymus vulgaris 1.., compos-
to por 45,9% de p-Cimeno, Origanum vulgare
L., com 35,7%, Chenopodinm ambrosioides L.,
16,2% e Ocimum gratissimum L., com 14,06%.

De acordo com Monzote et al. (2011),
a identificagdo da composicio quimica do
oleo essencial de Chenopodinm ambrosioides 1.,
apontou o p-Cimeno constituindo a sua se-
gunda maior fragao, com 21,1%. Nos ensaios
o composto apresentou atividade contra L.
amazonensis, através de Clsp de 20,7 pg/ ml.
para formas promastigotas e Clso de 12,4 },Lg/
ml.  para formas amastigotas. Estudos
realizados com a planta Satureja bakbtiarica,
pertencente a familia L.amiaceae, indicam que
o p-Cimeno compde 19,3% do seu dleo
essencial. Sua atividade anti-Ieishmania foi
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avaliada sobre formas promastigotas de L.
major, alcancando 100% de eficacia sobre a
morte dos parasitos. (MOHAMMADPOUR;
MARZONY; FARAHMAND, 2012).

Na busca por novos agentes leishmani-
cidas, Machado et al. (2014) relatam a ativida-
de de Thymus capitellatus sobre formas pro-
mastigotas de L. infantum, L. tropica e 1. major.
Por meio de Clsy entre 32 e 62 pg/ml, o
6leo essencial foi capaz de provocar apopto-
se celular nos parasitos. Monzote et al.
(2014), avaliaram a capacidade iz vivo do dleo
essencial de Artemisia absinthium sobre L. ama-
gonensis, o qual, apresentou controle de lesées
do tipo cutanea em ratos, como reducao da
carga parasitaria, quando comparados com os
animais tratados com Glucantime®. Recente-
mente Bouyahya et al. (2017), revelam o po-
tencial leishmanicida de Origanum compactum
Benth, contra L. major, L. tropica e L. infantum.
A concentracdo inibitéria obtida sobre 50%
das formas promastigotas dos parasitos foi
de 0,26 pg/mlL, 0,12 pg/ml. e 0,35 pg/ml,
respectivamente.

Um critério importante na busca por
compostos ativos com atividade antiprotozo-
ario ¢ a sua toxicidade contra células de ma-
miferos. Para este propdsito, a citotoxicidade
do p-Cimeno sobre macrofagos da linhagem
J774.G8 foi determinada apds 72 h de trata-
mento, através da determinacdo da concen-
tracdo citotoxica para 50% das células (CCsp),
utilizando o método colorimétrico da sulforo-
damina-B. A CCso obtida demonstrou elevada
toxicidade da substiancia p-Cimeno. Os valo-
res da CCsp sao mostrados na Tabela 1.

Segundo Dezaki et al. (2016), o p-
Cimeno ¢ uns dos principais constituintes
encontrados na espécie Zataria multiflora Boiss
(Lamiaceae). Atividade significativa contra L.
tropica foi obtida no estudo, porém a CCso de
89,3 ug/mlL sobre macrofagos celulares J774-
A1, indicou efeito citotdxico do dleo essenci-
al. Guardo et al. (2017) descrevem que o p-
Cimeno foi capaz de atingir 88% de inibi¢ao
sobre formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi a uma concentracio de 100 pg/ml. En-
tretanto, sua toxicidade sobre células LC5
apresentou aumento progressivo em relagao
as concentracoes testadas, alcancando 80% de
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toxicidade para 100 pg/mlL.

A citotoxicidade do p-Cimeno sobre
células de macrofagos J774.G8, foi compara-
da com a atividade antiproliferativa contra
promastigotas e amastigotas axénicas de L.
amazonensis, utilizando o indice de seletividade
(IS), razdo entre CCso para células J774.G8 e
o 1Cso para os protozoarios. De acordo com
Tabela 1, o p-Cimeno foi mais efetivo contra
as formas amastigotas axénicas, resultado
promissof, ja que as amastigotas sao respon-
savels pela manutencdo da infec¢io em hos-
pedeiros vertebrados, relevantemente no ho-
mem. Porém, o maior efeito seletivo do p-
Cimeno foi para atividade contra os macréfa-
gos J774.G8, o que significa, que a substancia
¢ mais toxica para células de mamiferos, do
que para os protozoarios de L. amagonensis.

Conforme Silva et al. (2018), o 6leo
essencial de Ocimum canum, além de apresentar
atividade contra L. amazonensis, demonstrou
maior efeito seletivo para atividade contra os
parasitas, com IS de 24,0 para as amastigotas
intracelulares e 18,1 para formas promastigo-
tas. Através deste comparativo podemos infe-
rir o efeito citotéxico do p-Cimeno, uma vez
que os niveis de seletividade alcangados fo-
ram inferiores a 1, sendo menos toxico para
promastigotas 0,83 vezes e 0,98 vezes para
amastigotas, do que para macréfagos
J774.G8. Pois, indices de seletividade consi-
derados promissores, sao aqueles alcancados
para valores maiores que 1 (BRENZAN et
al, 2007; ALONSO-PADILLA; RODRI-
GUEZ, 2014).

Neste sentido, o desenvolvimento de
novas estratégias como técnicas em estereo-
quimica e biossintese combinatéria, promo-
vem novas perspectivas na obten¢ao de qui-
mioterapicos com atividade clinica desejada
(KIM; MOORE; YOON, 2015). A alteracao
de grupos funcionais em moléculas ativas,
permite modificacdes quimicas sintéticas ca-
pazes de influir sobre sua toxicidade. Bem
como, a auto-associacao com substancias bio-
sintetizadas, aprimoram o potencial de efeti-
vidade dos compostos quimicos. Assim, estes
recursos impulsionam a descoberta de inova-
¢Oes em combinagdes quimicas, para a con-
cepcao de novos farmacos (NEWMAN;
CRAGG, 2016; PAULO; SIGRIST; OLI-
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VEIRA, 2019).

Como demonstrado por Baréa et al.
(2018), a obtencao de analogos estruturais de
compostos quimicos bioativos contra L. ama-
gonensis possibilitou o desenvolvimento de
novos hibridos a partir de B-carbonila-1,3,5-
triazina, os quais alcangaram melhor eficién-
cia antileishmania. A vetorizacdo de medica-
mentos é considerada uma abordagem pro-
missora na elaboracio de novas formulacoes
de interesse, de acordo com Volpato et al.
(2018), o encapsulamento do composto sinté-
tico T6 com atividade contra L. infantum, a
particulas ricas em glucano, derivado de Sac-
charomyces cerevisiae (GPs), mostrou diminui¢ao
significativa na toxicidade a macréfagos J774-
Al, em comparagio ao composto T6 nio
encapsulado.

Adicionalmente, o uso de nanoparticu-
las em sistemas de administracao de farmacos
para direcionar agente antiprotozoario foi
investigado por Brita et al. (2016). O com-
posto BZTS derivado do monoterpeno limo-
neno associado a copolimeros, apresentou
atividade satisfatéria por meio de especifici-
dade celular, contra amastigotas intracelulares
de L. amazonensis. Resultados similares foram
apresentados por Colina-Vegas et al. (2019),
através da conjugacio de complexos organo-
metalicos a moléculas bioativas contra L.
amazonensis. BEspécies quimicas metalicas tém
a capacidade de facilitar sua absor¢ao pelas
células, aumentando a eficiéncia terapéutica
de moléculas com propriedades biolégicas a
baixas concentragdes. No estudo, os comple-
X0s se apresentaram significativamente ativos
sobre as duas formas de desenvolvimento do
parasito, inibindo potencialmente o cresci-
mento em uma faixa de concentracio nano-
molar.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a
substancia p-Cimeno apresentou atividade
leishmanicida, principalmente por exibir mai-
or efetividade por meio das concentragdes
inibitérias obtidas contra amastigotas de L.
amagzonensis, que sao as formas replicativas
presentes no hospedeiro vertebrado e, por-
tanto consideradas o principal alvo da quimi-
oterapia para a leishmaniose.
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Contudo, estudos futuros devem ser
desenvolvidos para investigar o mecanismo
responsavel pela atividade anti-LeZshmania do p
-Cimeno, e estabelecer melhor correlagio da
atividade farmacoldgica com sua estrutura qui-
mica. A obtenc¢do de analogos estruturais deri-
vados do p-Cimeno ou sua conjugagao com
agentes complexantes terapéuticos, podem
auxiliar elucidar seu modo de acido celular,
aperfeicoando suas propriedades antimicrobi-
anas e quimioterapéuticas.
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