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Avaliacao da atividade antileishmanial dos 6leos essenciais
das plantas Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Eucalyptus
citriodora Hook., Mentha arvensis L., e Mentha piperita L.

Ana Maria Guedes de Brito

Os oleos essenciais obtidos das plantas Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha
arvensis e Mentha piperita sdo amplamente empregados na industria de alimento, cosmética e
farmacéutica. Por sua vez, diferentes métodos in vitro tém sido utilizados para a investigagcao de
atividades biologicas dos 6leos essenciais das plantas supra citadas. Esse trabalho teve como
objetivo, avaliar a agao in vitro dos oleos essenciais das folhas frescas das plantas acima
referidas contra formas promastigotas do protozoario Leishmania (L.) chagasi. Os 6leos foram
extraidos por arraste de vapor e suas composicbes quimicas identificadas através da
cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS). As
promastigotas usadas no experimento foram mantidas em cultivo axénico no meio M-199. Para
realizacdo dos ensaios utilizou-se microplacas de 96 pocgos. Os 6leos foram diluidos em meio
M-199 e incubados com os parasitos em diferentes concentracées a 24°C por 48 horas, com a
meta de se determinar as respectivas concentragdes efetivas 50% (ECso). A viabilidade dos
promastigotas foi verificada através da atividade oxidativa mitocondrial por meio de um ensaio
colorimétrico com difeniltetrazolium (MTT). A ECso de cada 6leo foi determinada através de uma
curva sigmoidal dose-resposta. A pentamidina foi o farmaco de escolha como controle positivo.
Os resultados demonstraram que os 6leos essenciais das folhas frescas das plantas em estudo
exibiram agao contra promastigotas da Leishmania (L.) chagasi. O 6leo de melhor efetividade
foi de Cymbopogon citratus. Embora estudos mais aprofundados sejam necessarios, 0s
resultados contidos nessa pesquisa servem como base preliminar de dados que auxiliardo a
confirmar a utilidade dos 6leos essenciais dessas plantas para o combate, controle e prevencao

da leishmaniose chagasi.

Palavras-chave: Atividade antileishmanial, 6leos essenciais.
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Assessment of the antileishmanial activity of essential oils of
plants Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Eucalyptus
citriodora Hook., Mentha arvensis L., e Mentha piperita L.

Ana Maria Guedes de Brito

The essential oils obtained of the plants Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha
arvensis and Mentha piperita are widely used in the food, cosmetics and pharmaceutical
industries. Thus, different in vitro methods have been used for the investigation of biological
activities of essential oils of the plants mentioned before. The object of this paper is to assess
the in vitro action of essential oils of the plants fresh leaves referred above against promastigots
forms of Leishmania (L.) chagasi protozoan. The oils were extracted by steam and their
chemical composition identified through chromatography with gas phase coupled to
spectrometry mass (GC / MS). The promastigots used in the experiment were kept in axenic
cultivation in medium M-199. To perform the tests it was used microplates of 96-well. The oils
were diluted in medium M-199 and incubated with parasites in different concentrations at 24°C
for 48 hours, with the goal to determine the respective effective concentrations 50% (ECs). The
viability of promastigots was verified by mitochondrial oxidative activity through a colorimetric
test with difeniltetrazolium (MTT). The ECs, of each oil was determined by a dose-response
sigmoidal curve. The pentamidine was the drug chosen as a positive control. The results
shouwed that the essential oils of fresh leaves of the plants in study displayed action against
promastigots of Leishmania (L.) chagasi. The oil of best effectiveness was the one from
Cymbopogon citratus. Although further investigations are needed, the results enclosed in this
research serve as the preliminary basis of data that will help to confirm the usefulness of plants

essential oils for the combat, control and prevention of leishmaniasis chagasi.

Keywords: Antileishmanial activity, essential oils.
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1 - INTRODUCAO

Os ¢6leos essenciais sado liquidos oleosos e aromaticos que se evaporam quando
expostos ao ar. Sao obtidos de varias partes vegetais, principalmente, por hidrodestilagao
ou expressao. Quimicamente, constituem-se misturas de substancias divididas em dois
grupos principais: derivados terpendides e/ou derivados fenilpropandides. Estao
amplamente distribuidos no reino vegetal, especialmente nas familias Asteraceae,
Laminaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae e Apiaceae, sua fungdo envolve sinais de
comunicagao quimica no reino vegetal e atuam como armas de defesa quimica contra o
reino animal (FLORAO, 2006).

KRUCKEN (2005) afirma que apesar da maior parte dos 6leos essenciais serem
provenientes da producgdo agricola, aproximadamente 30 (trinta) tipos deles s&o obtidos
comercialmente a partir das florestas, gerando quase sempre desequilibrio ecoldgico, perigo
de extingao e levando a uma producao nao-sustentavel, como exemplos atuais, no Brasil, o
sassafras (Ocotea pretiosa) e pau-rosa (Aniba rosaeodora).

Os O6leos essencias sao importantes matérias-primas industriais, utilizadas na
manufatura de produtos nos setores da perfumaria, cosmética, farmacéutica, higiene e
limpeza, alimenticia e bebidas (BUSATTA, 2006).

Os dleos essenciais oriundos das plantas Cymbopogon citratus, Eucaliptus citriodora,
Mentha arvensis e Mentha piperita, apresentam atividades terapéuticas ja cientificamente
comprovadas em diversas infecgdes e afecgdes do homem, tais como: antimicrobianas,
antifungicas, antivirais, anticatarral, antiestresse, antihemorragicas, cardiotdnica,
descongestionante, diurética, hormonal, neuroténica, sedativa, colagoga, vermifuga, entre
outras (BOYD; PEARSON,1946; TISSERAND,1985; PANDEY et al.,2003; BERTINI at al.,
2005; BETONI et al.,2006; NICOLETTI et al., 2007).

Embora os 6leos essenciais das plantas acima referidas sejam bastante estudados, o
seu uso terapéutico contra a leishmaniose visceral na literatura consultada ainda nao foi
avaliado.

A leishmaniose visceral € uma parasitose sistémica que atinge as células do sistema
fagocitario mononuclear do homem, sendo os 6rgdos mais afetados: bacgo, figado,
linfonodos, medula 6ssea e pele. Outros érgaos e tecidos podem também ser acometidos, a
exemplo o intestino e os pulmbes. Em casos avangados da doenca geralmente todos os
orgaos sao comprometidos. Esse agravo a saude é de decurso grave de alta letalidade com
mortalidade nos casos humanos nao tratados podendo alcangar 70% a 90% (MELO, 2004).

A parasitose acima citada apresenta amplo espectro epidemiolégico no mundo,

ocorrendo em areas tropicais e subtropicais, tendo como agentes etiolégicos protozoarios
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pertencentes ao subgénero Leishmania, com trés espécies principais: Leishmania
(Leishmania) donovani; Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmania (Leishmania)
chagasi — agrupadas no complexo Leishmania donovani. Na América a leishmaniose
visceral € uma infeccdo causada pela Leishmania (Leishmania) chagasi. (MAURICIO et al.,
2000; NOGUEIRA; GALATI, 2006).

A parasitose supra citada apresenta como principal mecanismo de transmissido com
importancia epidemioldgica o vetorial, através da picada de artropode fémea da espécie
Lutzomia longipalpis (MICHALICK, 2005).

O Brasil é o pais americano com maior numero de casos de leishmaniose chagasi.
Doenca considerada inicialmente rural, hoje é detectada em areas urbanas. Dados recentes
mostraram que essa parasitose ja foi registrada em 19 das 27 unidades da federacao e que
aproximadamente 1.600 municipios apresentam casos de transmissdo autdctone
(MINISTERIO DA SAUDE, 2003). As intensas migracdes humanas para areas urbanas, a
agressdo ao meio ambiente pelos desmatamentos desenfreados, novos fatores imuno
supressivos, tais como infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida, ma nutricio,
fatores genéticos, entre outros, sdo cruciais para a expansao dessa parasitose (BRASIL,
1998 ). A maior incidéncia da leishmaniose chagasi encontra-se no nordeste, com mais de
90% dos casos notificados (CAMPINO, 2003).

O estado de Sergipe é considerado como area endémica para leishmaniose chagasi.
Dados obtidos no Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS)
mostraram que nos anos de 2003, 2004, 2005 e 2006 foram notificados, respectivamente,
12 (02 Aracaju), 29 (11 Aracaju), 41 (15 Aracaju) e 37 (08 Aracaju) casos (DATASUS, 2007).

No que concerne ao tratamento da leishmaniose chagasi, ainda sao limitadas as
drogas existentes. Tém-se os antimoniais pentavalentes (Sb°*), antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) e estibogliconato sédico (Pentostam®), porém, eles possuem
muitas restricdes: ndo podem ser administrados para gestantes, portadores de deficiéncias
renais, hepaticas e cardiacas, além de causar graves efeitos colaterais. Quando acontece
resisténcia aos antimoniais pentavalentes, como segunda escolha pode ser usada
Anfotericina B, no entanto o usuario deve ficar sob cuidados médicos intensivos, devido sua
alta toxicidade, bem como alto custo. Outro fato crucial, reportado por varios pesquisadores
a partir de comprovagao cientifica & a existéncia de cepas resistentes aos tratamentos em
varios paises, a exemplos Honduras e india (BRASIL, 2002; ESCOLAN et al, 2005).

Estudos mostraram que a atividade terapéutica dos o6leos essenciais das plantas
Cymbopogon citratus, Eucaliptus citriodora, Mentha arvensis e Mentha piperita como uma
possivel alternativa para combater parasitoses, principalmente, a leishmaniose chagasi,
ainda s&o poucos relatados na literatura. Mediante o exposto, os 6leos essenciais obtidos

das plantas acima referidas tornaram-se alvo de nosso interesse no sentido de explorar
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seus potenciais contra as formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi em ensaios in
vitro.

O presente trabalho foi estruturado em quatro capitulos, sendo que o primeiro capitulo
apresentou uma revisao bibliografica acerca de 6leos essenciais das plantas Cymbopogon
citratus, Eucaliptus citriodora, Mentha arvensis, Mentha piperita, o protozoario Leishmania
(L.) chagasi, a doenga leishmaniose chagasi e métodos in vitro versus Leishmania.

O segundo capitulo exibiu o artigo intitulado “Avaliacao da atividade antileishmanial dos
Oleos essenciais obtidos das plantas Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Eucaliptus citriodora
Hook., Mentha arvensis L., e Mentha piperita L.

No terceiro capitulo se mostrou o artigo intitulado “Avaliagdo do rendimento e dos
constituintes citral e mirceno do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.,
submetido ao cultivo organico e biodinamico na Fazenda Mae Terra — Sergipe”.

Ja o quarto capitulo diz respeito ao artigo intitulado “Leishmaniose visceral em Sergipe:
perfil epidemiolégico de 2001 a 2006”.
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1.1-OBJETIVOS

1.1.1 - Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar in vitro a atividade dos 6leos essenciais extraidos
das folhas frescas das plantas Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis

e Mentha piperita contra formas promastigotas do protozoario Leishmania (L.) chagasi.

1.1.2 - Objetivos especificos

- Coletar o material botanico;

- Extrair os 6leos essenciais a partir do material botanico coletado;

- Identificar e quantificar os compostos quimicos dos 6leos essenciais obtidos;

- Determinar seus respectivos rendimentos;

- Realizar os ensaios in vitro dos 6leos essenciais citados contra as formas promastigotas
de Leishmania (L.) chagasi;

- Delimitar os valores das concentragdes 50% (ECsp) dos éleos essenciais contra as formas

promastigotas de Leishmania (L.) chagasi.
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2 — CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Oleos essenciais

Oleos essenciais s&o compostos organicos de estrutura quimica heterogénea que se
apresentam, em certos géneros de plantas superiores e inferiores, bem como em
microrganismos. Sao liquidos viscosos e podem ou ndo exalar odor (BELL;
CHARWOOD,1980; SARTORATTO et al.,2004).

O termo “6leo volatil”, conforme BUSATTA (2006) tem sido mais usado devido a relagéo
com as propriedades fisico-quimicos da planta, ja que “bleo essencial” pode designar
também produtos odorantes ndo formados anteriormente no vegetal, que sédo as “esséncias
heterosidicas” obtidas através da hidrélise enzimatica de heterosideos. Os 6leos essenciais
sdo originados do metabolismo secundario das plantas e possuem composi¢gdo quimica
complexa, destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropandides, preponderando os
terpendides (GONCALVES et al., 2003 ; SILVA et al., 2003).

Para MORAIS (2006) os Oleos essenciais constituem, de forma geral, uma mistura
muito complexa de hidrocarbonetos, alcoois e compostos aromaticos, existentes em todo
tecido vivo das plantas, normalmente concentrados na casca, caule, flores, folhas, frutos,
rizomas e sementes.

Segundo SIMOES e SPITZER (1999), embora todos os 6rgdos de uma planta possam
acumular 6leos essenciais, sua composicao pode variar conforme a localizagdo (a exemplo,
o 6leo das cascas de canela é rico em aldeido cindmico, enquanto, as folhas e raizes dessa
planta sao ricas, respectivamente, em eugenol e canfora).

SIQUI et al. (2000) ressaltam que esses Oleos constituem os elementos essenciais
contidos em muitos 6rgaos vegetais e estao relacionados com diversas fungdes necessarias
a sobrevivéncia vegetal exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos.

A composi¢ao quimica do 6leo essencial pode ser bastante variavel, de acordo com a
diversidade genética, o habitat e os tratados culturais (LEAL et al., 2001).

O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo influi na composigao
quimica dos 6leos essenciais. A temperatura, umidade relativa do ar, duragao total da
exposicao ao sol e o regime de ventos exercem influéncia direta, principalmente nas
espécies que possuem estruturas histoldégicas de estocagem de 6leos na superficie. Por

outro lado, nos vegetais em que a localizacdo de tais estruturas € mais profunda, a
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qualidade é mais constante. O grau de hidratacdo do terreno e a presencga de nutrientes
também podem influenciar na composicéo deles (SIMOES ; SPITZER, 2000).

Os oleos essenciais podem ser obtidos através de diferentes processos, dependendo
da localizagado no vegetal, quantidade e das caracteristicas requeridas para o produto final.
Os processos usuais sdo: prensagem ou expressao; destilagao por arraste a vapor; extracao
com solventes volateis e CO, supercritico (SEMEN; HIZIROGLU, 2005).

Dentre as técnicas supracitadas, destacam-se a destilagdo por arraste a vapor e
extracdo com solventes volateis, por serem de extrema simplicidade e reduzido custo.
Outros métodos podem ser utilizados para a obtengao desses 6leos, como por exemplo:
extracdo por soxhlet; extracao por maceracao e a extracao por ultrassom (BUSATTA, 2006;
WATENABE et al., 2006).

Para a avaliagdo da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais, tem-se que os 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 separacgao eficiente para esclarecer uma determinada estrutura, tanto na
industria quanto nos laboratdrios de pesquisa cientifica. Diversos pesquisadores destacam a
cromatografia gasosa entre as melhores ferramentas analiticas e de extrema utilidade na
analise de misturas complexas (FALSENJAK et al.,1987; KUSTRAK; PEPELINJARK,1989;
VELICKOVIC et al.,2002; RADULESCU et al.,2004; VAGI et al.,2005; AVATO et al.,2005).

No que concerne a qualidade e ao acondicionamento de um dleo essencial, especial
atencao deve ser reservada quando da sua aquisicdo para evitar um produto adulterado.
Tipicamente, os procedimentos de falsificagdo sdo: mistura do 6leo essencial com outros da
mesma espécie e qualidade inferior, aumentando o rendimento; diluicdo em um veiculo,
geralmente um 6éleo carreador; e adigcdo de compostos sintéticos de baixo preco, diferentes
ou iguais a seus respectivos componentes. Quanto ao acondicionamento por serem
fotossensiveis devem ficar armazenados em frascos de cor &mbar (mais comum) ou azul
cobalto. A observagdo minuciosa da cor, odor, variagao de prego, procedéncia e idoneidade
do fornecedor, data de fabricagdo e de validade sdo de suma importancia (BRUNETON,
1993 ; LAVABRE,1997).

A validade da maioria dos oleos essenciais € de dois anos, os citricos devem ser
usados por até um ano, a partir de sua data de fabricacdo, mas quando diluido em o6leos
carreadores sua validade é de alguns meses, observando-se altera¢des na coloragdo e no
odor do ¢6leo citrico (BARATTA et al., 1998).

Os odleos essenciais sdo 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 orientagdo inaceitavel. A toxicidade pode ser aguda ou

cronica e ainda ocorrer interagao medicamentosa entre 0s numerosos componentes do 6leo
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e certos medicamentos utilizados pelo individuo. O grau da toxicidade dependera da dose
utilizada de 6leo, em alguns casos dosagens baixas acarretam intoxicagdo 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 (SIMOES, 1999; MORAIS, 2006).

O uso terapéutico de dleos essenciais tem se expandido por todo o mundo, sendo
amplamente utilizados contra varias doencgas inflamatérias, alérgicas, reumaticas e artrite.
Esses tratamentos sé&o reconhecidos através de experimentagdes clinicas, em especial por
aplicagdo na pele, via massagens e unglentos, mas ainda existem poucos estudos
cientificos sobre suas agdes bioldgicas. Até entdo tem sido estabelecido, cientificamente,
que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem
propriedades antibacterianas (MARUYAMA et al., 2005; OLIVEIRA et al.,2006).

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 indicagéo clinica ou da forma
farmacéutica em que esta incorporado o 6leo essencial, ou das condi¢des do paciente
havendo, portanto, uma via adequada para cada caso (DE LA CRUZ,1997).

O cultivo de espécies vegetais aromaticas tem aumentado e a obtencdo de O6leos
essenciais constitui importante atividade econémica sendo amplamente utilizado como
fragrancia em cosméticos, aromatizantes de alimentos, bebidas e produtos de utilidade
doméstica, a exemplo: detergentes, sabdes, repelentes de insetos e aromatizantes de
ambientes. Existindo também o emprego deles como intermediarios sintéticos de perfumes
(WOOLF, 1999).

DAVID et al. (2007) ressaltaram que os esforgos na busca de substancias ativas, que
possam aumentar a produgdo de Oleos essenciais, sdo de grande importancia,
principalmente, quando se considera a dependéncia da industria farmacéutica nacional. Os
autores ainda afirmaram que a importagdo de matéria-prima nessa area chega a 80%
representando consideravel evasao de divisas para o pais.

Estudos realizados por SANGWAN et al. (1990), WALKER; MELIN (1996) e OKA et al.
(2000) demonstraram existir ainda poucas pesquisas envolvendo a avaliagdo da eficacia de

Oleos essenciais e seus componentes no combate a helmintoses e protozooses.

2.2. Cymbopogon citratus

O Cymbopogon citratus é uma espécie vegetal originaria da india e amplamente

distribuida por varios paises tropicais, entre eles o Brasil, onde assume diferentes
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denominacgdes populares conforme a regido em que se encontra: capim-limao (MG), capim-
santo (BA), erva-cidreira (SP) e outros como: capim-catinga, capim-de-cheiro, capim-cidrao,
capim-cidilho, capim-cidro e capim-ciri. Pertence a familia Poaceae (Gramineae) e se
constitui em uma erva perene (Figura 1), que forma touceiras compactas e robustas de até
1.2 metros de altura, com rizoma semi-subterrdneo e sua propagagido € assexuada por

divisdo de touceiras e realizada a campo (COSTA et al., 2005).

Figura 1 — Cultivo de C. citratus em sistema organico biodinamico na Fazenda Mae Terra, Municipio de Santana
do Séo Francisco, Sergipe.
Fonte: Foto gentiimente cedida pela proprietaria da Fazenda Méae Terra.

A planta tem sido cultivada no Brasil de forma artesanal em pequenos canteiros. Nos
ultimos anos, entretanto, a abrupta expansdo da medicina alternativa provocou o rapido
crescimento na demanda por folhas frescas e secas do Cymbopogon. Esses fatores fizeram
com que as areas, para cultivo dessa graminea, se expandissem na mesma propor¢ao para
atender essa demanda (VIDA et al., 2006).

Diversos clones de Cymbopogon citratus sao cultivados para produgdo comercial de
Oleo essencial, conhecido internacionalmente como 6leo de “Lemon grass”. Essa esséncia é
largamente empregada como agente aromatizante em perfumaria, industria cosmética e
alimenticia por seu forte odor de lim&o, bem como para obtencdo do citral, seu principal
constituinte. Atualmente, o éleo essencial dessa planta vem sendo utilizado também como
feromonio artificial para captura de enxames, pois proporciona um aumento real na captura
e povoamento deles, o qual se torna de suma importancia visto que a aquisicao de novos
enxames possui altos valores comerciais (CARVALHO et al., 2005).

O componente mais importante do 6leo essencial do Cymbopogon citratus € o citral

(47% a 85%), sendo o citral uma mistura de isbmeros, geranial (a-citral), e neral (B-citral),
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que é utilizado pela industria farmacéutica para sintese de ianonos e vitamina A,
acompanhado em menor quantidade pelo mirceno (SIDIBE et al., 2001).

BATISTA-PEREIRA et al. (2006) e TAPIA et al. (2007) afirmaram que em menor
propor¢ado ja foram identificados outros compostos como: canfeno, citronelal, citronelol,
farnesol, geraneol, limoneno, linalol, mentol, a-pineno, B-pineno e terpineal.

NASCIMENTO et al. (2003) salientaram que sao usados, para fins de obtencao de d6leo
essencial, as folhas tanto frescas quanto secas e o seu rendimento é 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 as 13:00 horas quando é observado uma maior concentragcéo
de citral, pois as altas temperaturas influenciam na qualidade do 6leo.

Dentre as atividades biolégicas registradas da espécie Cymbopogon citratus destacam-
se: efeito hipotensor e antiinflamatério da infusdo da suas folhas, testado em ratos por
VIANA et al. (2000), acao fungicida do dleo essencial obtido das suas folhas contra
Aspergillus niger, avaliado por BARATTA et al. (1998), Aspergillus fumigatus e
Cladosporium trichoides por KISHORE et al. (1993), Didymella bryoniac por FIORI et al.
(2000), Aspergillum flavius, sendo que esse Ultimo mostrou efeito superior ao promovido
pelos farmacos fungicidas sintéticos agrosan G. N, cerosan, agrosim, dithane M-4, bavistin e
emison demonstrado por MISHRA e DUBEY (1994), bem como acéo antibacteriana contra
organismos Gram-positivos e Gram-negativos observado por ONAWUNMI e OGUNLANA
(1986).

LAVABRE (1997) cita como ac¢des farmacoldgicas reconhecidas do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus: antihipertensivo, antiespasmddico, antiasmatico, antiséptico,
antiparasitario, antitérmico, antireumatico, miorrelaxante e repelente para insetos. O autor
ainda afirma que ndo deve ser utilizado em pessoas com ulceragbes de quaisquer
etiologias.

Quanto as vias de administragdo do supracitado 6leo, as mais utilizadas séo oral e
tépica, e as especificagcbes devem ser estritamente a critério médico. Estudos realizados
acerca da avaliagao toxicologica do 6leo demonstraram que as manifestacoes de toxicidade
foram mais evidentes quando ocorreu superdosagem que desencadeou congestao vascular
no estdmago e infiltrado hemorragico focal na lamina prépria do figado e rim (NETO et al.,
1995).

2.3. Eucalyptus citriodora

Originario da Australia e da Indonésia, o Eucalyptus citriodora chegou ao Brasil em

1825 como planta ornamental. Sua utilizagdo para fins econémicos teve inicio em 1903,

21



“Dissertacao de Mestrado em Saude e Ambiente”

quando passou a ser empregado na producdo de dormentes ferroviarios e lenha para
alimentar as locomotivas da época (GALANTI 1987).

Conforme LORENZI (2003), no Brasil, o Eucalyptus é encontrado em todas as regides,
sendo conhecidas cerca de 400 espécies, dentre elas o Eucalyptus citriodora, pertencente a
familia Mirtaceae e ao subgénero Corymbia (Figura 2), também conhecido como eucalipto
cidro e “lemon scented gum”, destacando-se como uma das espécies mais promissoras pela
sua adaptabilidade, com extenso cultivo, desde o Rio Grande do Sul até a regido amazdnica

e por ser um dos maiores produtores de 6leo essencial (XAVIER, 1993).

Figura 2 — Folhas de E. citriodora.
Fonte: Imagem disponivel no site: www.evphotographics.com.au.

O rendimento em dleo essencial da espécie Eucalyptus citriodora varia de 1% a 1,6%,
ou seja, a cada tonelada de biomassa foliar destilada pode ser extraido de 10 a 16 kg de
6leo. A concentracdo do seu componente principal citronelal é cerca de 65% a 85%
(CINIGLIO,1993).

Segundo FRANCO (1999), além do citronelal, outros componentes tais como citronelol,
pineno, limoneno, terpinol, confeno sao observados na composicao quimica do 6leo.

A producao nacional de 6leo essencial de Eucalyptus citriodora em 1995 foi estimada
em 1000 toneladas anuais, sendo que 90% tinham como finalidade a exportacéo. O Brasil
apresenta uma grande participagao no mercado mundial desse produto (SILVA et al., 2002).

LIMA et al. (2003) relataram que o 6leo essencial da espécie Eucalyptus citriodora
apresentou atividade antibacteriana comprovada por diversos pesquisadores, a exemplo de
ESTANISLAU et al. (2001) que demonstraram a acao dele frente a cepas de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella choleraesus.
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OLIVEIRA et al. (2006) destacaram a acdo do 6leo acima referido como excelente
cicatrizante topico, bem como antiséptico, antifungico e antiinflamatério. Vale ressaltar que
VITTI (1999), adverte para o0 ndo uso dele como descongestionante. Ele afirma que para tal
finalidade deve ser usado o 6leo essencial da espécie Eucalyptus globulus.

Estudos realizados em animais por NICOLETTI et al. (2007) indicaram a possibilidade
do dleo essencial, obtido a partir das folhas de Eucalyptus, induzirem enzimas hepaticas
envolvidas no metabolismo de farmacos e a agdo de outras drogas podera ser diminuida
quando administrada concomitantemente. Enfatizaram ainda que quando aplicado a pele
com logao contendo 5-fluoruracila, o 6leo aumenta a absor¢édo dessa droga.

Relatos clinicos associam a administracao oral do 6leo de Eucalyptus citriodora com
dificuldades de raciocinio e alteracbes no sistema nervoso, esses sintomas poderdo ser
intensificados quando usados conjuntamente com medicamentos que atuam no sistema
nervoso central (benzodiazepinicos, barbituricos, narcéticos, alguns antidepressivos) (WHO,
2002).

2.4. Mentha arvensis e Mentha piperita

As mentas sdo oriundas da Europa e Oriente Médio e foram trazidas para o Brasil no
periodo da colonizagédo. Existem diversas espécies de mentas, mais do que se consegue
identificar, pois a polinizagdo das varias espécies ocorre de forma cruzada, originando novos
hibridos. O género Mentha compreende cerca de 25 espécies diferentes e correlatos que
pertencem a familia Lamiaceae. Sao plantas herbaceas e perenes, de crescimento rapido e
facil, com caules violaceos e ramificados, folhas opostas, serreadas e cor variando entre
verde-claro e verde-escuro, flores lilases ou azuladas dispostas em espigas terminais, fruto
tipo aquénio (WATANABE et al., 2006).

Conforme RUSSOMANNO et al. (2005) as espécies mais cultivadas no Brasil sdo a
Mentha arvensis e Mentha spicata, por serem bem adaptaveis ao clima subtropical, bem
como a Mentha piperita, um hibrido natural de Mentha aquatica e Mentha spicata.

Segundo KOTHARI (2005), anualmente a produgao mundial de Mentha arvensis é de
cerca de 16.000 toneladas, enquanto que a da Mentha piperita é 4.000 toneladas. O 6leo é
obtido a partir das folhas e flores e sdo destinados ao uso na industria de alimentos,
medicamentos, aromatizantes e fragrancias. Os maiores produtores sdo a China, india,
Brasil, Japao, Franga e Estados Unidos (SRIVASTAVA, 2002).

A Mentha arvensis (Figura 3), popularmente conhecida como menta doce, pode
apresentar um rendimento de até 5% em 6leo essencial, porém €& mais comum um
rendimento de 1% a 2%. Seu principal componente € o mentol (de 50% a 70% e em alguns

casos 90%). Depois do mentol ser removido do 6leo (desmentolado), restam ainda 17% a
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35% de mentona, 5% a 13% de metil acetato, 2% a 5% de limoneno e 2,5% a 4% de
neomentol. Existem ainda tragos de outros terpenos (piperone, pulegone, entre outros)
(RAJESWARA,1999).

Figura 3 (A e B) - Cultivo de M. arvensis em sistema organico biodinamico na Fazenda Mae Terra, Municipio de
Santana do Sao Francisco, Sergipe.
Fonte: Foto gentilimente cedida pela proprietaria da Fazenda Mae Terra.

Ja a Mentha piperita (Figura 4), popularmente conhecida como hortelazinho, hortela de
panela, hortela de cheiro, hortela da folha miuda, hortela pimenta, hortela da horta e hortela
comum, possui um rendimento de 0,7% a 3% e a seguinte composi¢cao quimica: mentol (30-
50%), mentona (14-32%), cineal (6-8%), mentofurano, pineno, limoneno e
mentonapiperitona, entre outros. Quando cultivado em periodos de dias longos e noites
curtas, apresenta um maior rendimento de 6leo com teor aumentado de mentofurano, ao

contrario, noites frias favorecem a formacao de mentol (SCAVRONI, 2005).

Figura 4 — Folhas de M. piperita.
Fonte: Imagem disponivel no site: www.aerzte-seite.de.

As acbes terapéuticas atribuidas ao 6leo essencial de Mentha arvensis sao:

antiespasmaodica, expectorante, antihistaminica, colagoga, carminativa, antiséptica, tonica e
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estimulante sobre o aparelho digestdrio, antivomitiva e antitérmica (LOPEZ et al., 1998;
SHASANY et al., 2000; PRICE, 2001; PRICHARD, 2004).

No que se refere ao 6leo essencial de Mentha piperita, ele possui agado contra varias
cepas bacterianas, tais como: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter
aerogenos, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus
falcium, entre outras. Bem como, no combate a levedura Céandida albicans, conforme
experimento in vitro realizado por varios pesquisadores, a exemplo de AH MAD e BEG
(2001); KIRIMER et al. (2002); SARTORATTO et al. (2004).

VIDAL et al. (2007) demonstraram in vitro as agdes do extrato e fracbes de Mentha
piperita em trofozoitos de Giardia lamblia. O éleo supracitado, também apresenta outras
acbes terapéuticas, como antiinflamatéria, expectorante, carminativa, cardiotonica,
colagoga, antiespasmadica, vermifuga, miorrelaxante, antidispéptica, anti-halitose e tonica
(SANCHEZ et al., 1996; LAVABRE, 1997; GRACE, 1999; BETONI et al.,2006).

Um estudo realizado por AKDOGAN et al. (2004) demonstrou em modelos animais que
a absorcao de ferro pelas proteinas sangtineas foi inibida quando chas de Mentha piperita
foram administrados. Os autores afirmam que o uso de qualquer produto dessa Mentha em
pacientes anémicos ou criangas deve ser realizado sobre orientagao médica.

Conforme NICOLETTI et al. (2007) estudos relataram que quando o 6leo é administrado

por via oral podera aumentar os niveis sangliineos de drogas como felodipino e sinvastatina.

2.5. Leishmaniose chagasi

Conforme MACHADO et al. (2007), as leishmanioses sao endémicas em 88 paises
dos quatro continentes, com total de 350 milhdes de pessoas em risco. A estimativa global
de casos de leishmanioses é de 12 milhdes, ocorrendo dois milhdes de novos casos a cada
ano, sendo que 0,5 milhdes deles sao de leishmaniose visceral (LV). Cinco paises registram
90% dos casos dessa doenca, sendo eles: Nepal, Bangladesh, Brasil, india e Sudao.
Afirmam os autores que, atualmente, a Organizacao Mundial de Saude (O.M.S), admite a
leishmaniose como um grave problema de saude publica mundial.

Segundo MELO (2004), nas Américas a LV ocorre na Argentina, Paraguai, Bolivia,
Honduras, Martinica, Costa Rica, Guatemala, Coldmbia, Venezuela, México, El Salvador e
Brasil. A autora declara ainda que, dados da FUNASA-MS, Brasil (2003), apontam o Brasil
como o pais americano detentor do maior numero de casos. A doenga, considerada
inicialmente como de carater eminentemente rural, hoje é observada também em éareas peri-
urbanas e urbanas, bem como em expansé&o, a exemplo de Fortaleza (CE), Aracaju (SE),
Sao Luiz (MA), Santarém (PA), Recife (PE), Salvador (BA), Rio de Janeiro (RJ), Palmas

(TO), entre outros.
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A importancia da LV no contexto da saude publica mundial tem aumentado na ultima
década, devido sua expansdo geografica (invadindo areas antes livre da doenca), a
urbanizagao desordenada, a re-emergéncia de focos endémicos antigos, o desmatamento
descontrolado alterando os ecossistemas, o niumero crescente de casos de LV associada a
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), as condigdes sécio-econdmicas,
entre outros (CALDAS et al., 2001).

O primeiro caso de LV na América do Sul foi relatado por Migono em 1913, no
Paraguai, em material de necropsia de um paciente que havia contraido a enfermidade no
estado do Mato Grosso, Brasil. PENNA (1954) reportou os primeiros casos da parasitose no
Brasil. Evandro Chagas entre 1936 e 1939 diagnosticou o primeiro caso humano in vivo,
demonstrou a doenga em caes, sugeriu o flebotomineo Lutzomyia longipalpis como possivel
vetor e nomeou o parasita Leishmania chagasi (CAMARGO; LANGONI, 2006).

No mundo, a LV é causada por um protozoario parasita, pertence ao complexo
Leishmania donovani que possui trés espécies: Leishmania (Leishmania) donovani,
Leishmania (Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi. Nas Américas essa
ultima espécie é responsabilizada pelas formas clinicas da doengca (MICHALICH, 2005).

O protozoario apresenta as formas amastigotas nos mamiferos hospedeiros
vertebrados, ja nos insetos vetores considerados os hospedeiros invertebrados, tém-se as
formas promastigotas e paramastigotas. Nos hospedeiros vertebrados as formas
amastigotas sdo encontradas parasitando células do sistema monuclear fagocitario (SMF),
em especial macréfagos. Em humanos, localizam-se em 6érgaos linféides, como baco,
figado, linfonodos, medula 6ssea, que podem estar densamente parasitados. O parasitismo
pode abranger outros 6rgaos e tecidos, tais como placas de Peyer no intestino, os rins, os
pulmdes e a pele (UEDA-NAKAMURA et al.,, 2006). Para CHAN-BACAB e PENA-
RODRIGUEZ (2001), raramente as formas amastigotas podem ser encontradas no sangue,
no interior dos leucdcitos, iris, placenta e timo.

No hospedeiro invertebrado s&o encontradas no intestino médio e anterior as formas
paramastigotas, promastigotas e promastigotas metaciclicas. Esse parasita desenvolve
ciclo de vida do tipo heteroxénico, ou seja, precisa de dois hospedeiros para completar suas
fases de desenvolvimento (MARZOCHI et al.,1981).

Quanto a morfologia observada em microscépio optico comum e corada pelas técnicas
de Giemsa e/ou Leishman, a forma amastigota (Figura 5), se apresenta esférica ou oval
medindo conforme a espécie, de 3-6 pm de comprimento por 2-4 ym de largura, possui
membrana delgada, citoplasma, nucleo excéntrico, cinetoplasto (mitocéndria grande e com
fungdes especificas) em forma de bastonete ou grénulo arredondado situado préximo ao
nucleo, ndo ha flagelo livre. A paramastigota (Figura 5) é oval ou arredondada, com flagelo

curto, exteriorizando-se na porcao anterior do corpo do parasita, o nucleo situa-se na porgao
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mediana e cinetoplasto localizado junto ao nucleo, medi de 5-10 ym de comprimento e 4-6
pm de largura. A promastigota (Figura 5) tem o corpo alongado, com flagelo livre e longo,
sem membrana ondulante, emergindo do corpo do protozoario na sua porgdo anterior,
nucleo que se situa de forma mediana ou anterior, o cinetoplasto localizado entre o nucleo e
a extremidade anterior, mede de 10-40 ym comprimento por 1,5-3,0 um de largura
(MAZOCHI et al., 1999).

O ciclo evolutivo inicia-se no hospedeiro vertebrado (Figura 5), quando as formas
promastigotas metaciclicas sédo inoculadas pela fémea do inseto vetor, durante o repasto
sanguineo. Essas formas sao fagocitadas pelos macréfagos teciduais e granuldcitos
neutréfilos. Nos macrofagos, as promastigotas se transformam em amastigotas, que iniciam
um processo de reprodugao por divisdo binaria, formando ninhos, a célula ndo suportando a
carga parasitaria rompe-se e as amastigotas livres sao fagocitadas por novos macréfagos.
Desse ponto inicial por um processo imunoinflamatério, as amastigotas se dirigem para os

6rgaos linfoides viscerais ja mencionados (AGUILAR et al.,1998).
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Figura 5 — Ciclo de transmissao da Leishmania chagasi.
Fonte: Foto disponivel no site: www.sucen.sp.gov.br/.../ciclo_transm.jpg

Nos hospedeiros invertebrados, ao exercer a hematofagia, as fémeas ingerem junto
com o sangue sorvido, as amastigotas, essas no interior dos macréfagos e leucdcitos em

cerca de 15 horas transformam-se em promastigotas, que sdo encontradas livres no trato
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digestorio médio e anterior do inseto. Elas passam a multiplicar-se por divisdo binaria,
transformando-se em paramastigotas que se aderem por hemidesmossomos ao epitélio do
esbfago e laringe do inseto, ocorre transformagao para promastigota prociclica, e posterior
para promastigota metaciclica livre. Essas se encaminham para a prosbdcida do inseto,
estando ele apto a infectar (NASCIMENTO, 2007).

Quanto aos mecanismos de transmissdo, o principal e de maior importancia
epidemiolégica € o vetorial, cujo responsavel no Brasil é a fémea da espécie Lutzomyia
longipalpis. Outros mecanismos devem se considerados, tais como, compartiihamento de
seringas e agulhas contaminadas durante o uso de drogas injetaveis, transfusicional, entre
outras (MENDES et al., 2000).

A patogenia da leishmaniose chagasi é delimitada por multifatores envolvendo
hospedeiro e parasito, estado imunoldgico e nutricional do individuo, entre outros. A via de
disseminacdo é a hematogénica e/ou linfatica (CAMARGO e BARCINSKI, 2003).

A parasitose pode apresentar desenvolvimento rapido ou gradativo e os sinais
sistémicos tipicos estdo aliados a febre intermitente, palidez de mucosas, esplenomegalia
associada ou ndo a hepatomegalia, anorexia, apatia, e progressivo emagrecimento com
debilidade geral do portador (Figura 6). A tosse ndo produtiva, diarréia e dor abdominal sédo
as queixas mais comuns na fase aguda da infec¢do. No decurso da doenga, o portador pode
desenvolver anemia, epistaxes, edema, ictericia e ascite, a anorexia e a desnutricio
aumentam acentuadamente, podendo leva-lo a o&bito. Porém, geralmente o 6ébito é
determinado pelas hemorragias e infec¢des intercorrentes. Em casos de portadores de HIV,
a morte as vezes acontece antes que os sintomas sejam deflagrados. Os aspectos
relacionados com a imunidade do homem a infecgdo por LV, ainda ndo se encontram
claramente definidos (GUERIN, 2002).

Figura 6 — Imagem de crianga portadora de leishaniose chagasi apresentando quadro clinico
hepatoesplenomegalia
Fonte: Foto disponivel no site: www.nsgs.it/indexap7.htm.

O diagnéstico clinico da doenca é possivel, desde que a anamnese e 0s exames de
palpacéo e de percussao sejam notadamente claros, a demonstracdo do parasito, todavia, &
conclusiva (MICHALICK ; GENARO, 2005).
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A pungdo medular 6ssea, do figado ou do bago € o recurso mais utilizado para a
obtengdo amostral de tecidos dos portadores de leishmaniose chagasi para demonstracao
das formas amastigotas. Com o material obtido, usualmente sao realizados esfregagos em
lamina e coloragao pela técnica de Giemsa, semeadura em meio de cultura McNeal, Novy e
Nicolle (NNN) ou inoculagdo em hamster. Quanto aos métodos imunoldgicos, a reagao de
imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoenzimatico, teste rapido anticorpo antileishmania
donovani e teste de aglutinagdo direta sdo os mais utilizados (SUNDAR et al., 2002).

BERMAN (1997) afirmou que a eletroforese de proteinas, apesar de nao ser um método
especifico, & de suma importancia, pois ele detecta a inversdo da reacao
albumina/globulina, sendo bastante util ndo s6 como diagndstico, mas para avaliacdo da
eficiéncia terapéutica.

A Reacédo da Polimerase em Cadeia (PCR) tem sido executada para pesquisa de acido
dessoxiribonucléico da Leishmania, com resultados bastante satisfatérios (MELO, 2004).

No que tange ao tratamento da leishmaniose chagasi humana, o seu sucesso é
diretamente proporcional a precocidade com que é instituido. A alta mortalidade acontece
em portadores com diagndstico incorreto, demorado ou em imunodeprimidos, sendo mais
especifico em portadores de HIV-positivo (DAVIES et al., 1992).

O arsenal terapéutico contra a parasitose acima citada é limitado. Os antimoniais
pentavalentes  (Sb°*) antimoniato de  N-metilglucamina  (Glucantime®) e o
estibogliconatosédico (Pentostam) sdo na maioria dos paises, a primeira opgao terapéutica
desde 1940. No Brasil, a droga de escolha € Glucantime®, ela é distribuida gratuitamente na
rede de saude publica. Porém, esses medicamentos apresentam restricbes de uso, tais
como, nao podem ser administrados a gestantes, portadores de deficiéncias renal, hepatica,
cardiaca e chagasica, bem como desencadeiam efeitos colaterais acentuados, sendo
necessario monitoramento médico. Como segunda opcéao tem-se os esquemas terapéuticos
a base de desoxicolato de sdédio de anfotericina B e suas formulagbes lipossomais, as
pentaminidas e os imunomoduladores, sdo as drogas indicadas, entretanto, seu uso é sob
regime exclusivamente hospitalar, devido a alta toxicidade exibida pelos medicamentos.
Além de existir cepas do parasito ja resistente a esses principios ativos, fato esse observado
na india, Suddo, entre outras regides (TEMPONE et al.,2005; ESCOLAN et al., 2005;
SHARIF et al.,, 2006). Tendo em vista essa situagdo, a O.M.S. direcionou esforgos para
pesquisa de novas drogas. Como resultado, no ano de 2000 foi disponibilizado uma nova
droga de uso oral, o Miltefosine, um hexadecilfosfoscolina, originalmente desenvolvido para
tratar cancer (MICHALICK; GENARO, 2005).

Conforme MACHADO et al. (2007), ainda ndo existem disponiveis vacinas para

nenhuma forma de leishmaniose. A autora enfatiza a necessidade premente de pesquisas
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tanto no campo de novos principios ativos sintéticos quanto naturais para o tratamento das
leishmanioses.

O inicio do programa de controle da leishmaniose chagasi no Brasil, foi na década de
50 e tinha como objetivos, quebrar os elos epidemioldgicos da cadeia de transmissédo da
doencga, ou seja, diagnosticar e tratar os doentes, eliminar os cdes com sorologia positiva e
combater as formas adultas do inseto vetor. A falta de evidéncia, entretanto, que essas
medidas tiveram impacto positivo na redugado da incidéncia da doenga humana no pais fez
com que em 2000 o Ministério da Saude / FUNASA convocasse um comité de especialistas
para conjuntamente com a geréncia do programa reavaliassem as estratégias de controle
empregadas e redirecionassem as agdes de controle visando a racionalizagdo da atuacao
(MICHALIK; GENARO, 2005).

Um grande passo para se alcancar as respostas foi dado pela Fundagao Nacional de
Saude e Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ao patrocinarem oficinas de trabalho,
conferéncias e simpdsios, que tém contribuido para melhor entendimento da complexidade
do problema (MELO, 2004).

2.6. Métodos in vitro x Leishmania

O termo in vitro é uma expressao de origem latina que designa todos os processos
bioldgicos que ocorrem fora dos sistemas vivos, no ambiente controlado e fechado de um
laboratério e que sdo executados geralmente em um recipiente de vidro (MCQUEEN, 1989).

Os primeiros estudos in vitro acerca do cultivo de Leishmania foram realizados com
formas promastigotas em ensaios axénicos, posteriormente foi demonstrado a diferenciacao
de promastigotas em amastigotas mediante variacdes de pH e temperatura em meios livres
de células (ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994).

Foi possivel, também, in vitro realizar a maturagéo e replicacdo de Leishmania em
macrofagos, principal célula hospedeira durante o processo de infecgao, bem como exibir
infeccdes em células epiteliais e dendriticas (GHOSH; BANDYOPADHYAY, 2004).

Por outro lado, diversos compostos quimicos isolados a partir de extratos vegetais tém
comprovado atividade leishmanicida sobre formas promastigotas e/ou amastigotas em
ensaios in vitro. Ja foi reportado a atividade leishmanicida de aminoglicosterdides e
aminosterdides (KAM et al., 2000), flavonséides (ARAUJO et al., 2003), lignanas (BARATTA
et al.,, 2000), alcaldides (MAHIOU et al., 1994), terpendides (SAUVAIN et al., 1996),
chalconas (BOECK et al., 2006) e glicosideos iridéides (MITTAL et al., 1998).

Quanto aos 6leos essenciais obtidos das plantas aromaticas, alguns deles também tém
demonstrado agao leishmanicida in vitro, a exemplo o 6leo essencial oriundo do Créton
cajurana (ROSA et al., 2003).
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Apesar de varios estudos nessa area, ainda existem muitas espécies vegetais com
potencial atividade leishmanicida a serem avaliados.

Dentre as diversas metodologias utilizadas para realizagdo de ensaios in vitro com a
finalidade de avaliar a ac&o antileishmanial de produtos advindos de plantas se destacou na
literatura consultada o ensaio com difeniltetrazolium brometo (MTT). Esse teste baseia-se na
medida do dano induzido por uma droga no metabolismo celular de glicideos usualmente
através da atividade de desidrogenases. A atividade celular é quantificada pela reducao do
brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium (MTT). As reagbes com o teste
acima citado s&o usadas para localizar a atividade de desidrogenases presentes em células
viaveis. O sal de tetrazdlio ndo reage diretamente com as desidrogenases, mas com o0s
produtos da reagao nicotinamida-adenina-dinucleotideo (reduzido) - NADH ou nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato (reduzido) - NADPH que reduzem o MTT para a formazana
correspondente. A quantificagdo da inibicdo enzimatica é realizada espectrofotometri-
camente permitindo a obtencéo dos valores de ICsy - concentragdo das drogas que inibem
50% da atividade enzimatica (MACIEL et al., 2002).
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3 — CAPITULO II

Avaliacao da atividade antileishmanial dos 6leos essenciais
obtidos das plantas Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Eucalyptus
citriodora Hook., Mentha arvensis L. e Mentha piperita L.

3.1 - RESUMO

A leishmaniose visceral acomete milhdes de pessoas no mundo, as drogas existentes contra
essa parasitose desencadeiam graves efeitos colaterais, requerem tratamentos longos e
acarretam alto custo, além de estudos ja terem comprovado cepas resistentes a elas. Esse
trabalho avaliou in vitro a atividade dos 6leos essenciais das folhas frescas obtidos por
arraste de vapor das plantas Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis e
Mentha piperita contra as formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi. A agao foi
verificada por ensaio colorimétrico com difeniltetrazolium (MTT). As concentragbes efetivas
50% (ECs) foram determinadas por curvas sigmoidais dose-resposta. A pentamidina foi o
farmaco controle positivo. Os resultados demonstraram que os Oleos essenciais nas
condigbes desse experimento exibiram ac&o contra promastigotas de Leishmania (L.)

chagasi. O 6leo de maior efetividade foi Cymbopogon citratus com ECs, de 21,91 pg/mL.

Palavras-chave: Atividade antileishmanial, 6leos essenciais.
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Assessment of the antileishmanial activity of essential oils of
plantas Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Eucalyptus citriodora
Hook., Mentha arvensis L. e Mentha piperita L

3.2-ABSTRACT

The visceral leishmaniasis affects millions of people worldwide, the existing drugs against
this parasitosis cause sarious side effects, require long-lasting treatment and result in high
cost, in addition to studies that have already shown strains resistant to them. This paper
evaluated in vitro the activity of essential oils of fresh leaves obtained by steam drag of
plants of plants Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis e Mentha
piperita against promastigots forms of Leishmania (L.) chagasi. The action was verified by
colorimetric test with difeniltetrazolium (MTT). The effective concentrations 50% (ECso) were
determined by dose-response sigmoidal curves. The pentamidine was positive control drug.
The results showed that the essential oils in the conditions of this experiment displayed
against promastigots of Leishmania (L.) chagasi. The oil of greater effectiveness was

Cymbopogon citratus with ECso of 21,91 pg/mL.

Keywords: Antileishmanial activity, Essential oils
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3.3 - INTRODUCAO

As leishmanioses sao parasitoses causadas por protozoarios do género Leishmania,
sendo transmitidos para humanos pela picada de fémeas de dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos.
Essas parasitoses sdo endémicas em 88 paises, com o total de 350 milhdes de pessoas em
risco. A estimativa global de casos de leishmaniose é de 12 milhdes, ocorrendo 2 milhdes de
novos casos a cada ano, sendo 0,5 milhdo dos casos de leishmaniose visceral (AHUA,
2007).

A Leishmaniose visceral (LV) constitui-se na forma mais grave, pois, quando nao
tratada adequadamente determina elevados indices de letalidade e encontra-se amplamente
distribuida no mundo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Oriente
Médio, Africa e Américas. O Brasil & o pais americano que apresenta o maior nimero de
casos, sendo o nordeste o detentor da maior incidéncia com mais de 97% dos casos
notificados (MELO, 2004).

O estado de Sergipe € considerado como endémico para LV, consulta realizada no
Sistema de Informacao de Agravos Notificaveis (SINAM) demonstrou que no periodo de
2001 a 2006 foram notificados 230 casos de leishmaniose visceral nesse estado,
distribuidos em 41 municipios, sendo que 11,74% dos acometidos tiveram desfecho para
obito (DATASUS, 2007).

O tratamento da LV é realizado com derivados antimoniais pentavalente como droga
de primeira escolha. Elas desencadeiam graves efeitos colaterais, restricdes de uso e
estudos ja demonstraram existir cepas resistentes (ROSA et al., 2003). Como drogas de
segunda escolha tém a pentamidina e anfotericina B que apresentam usos limitados por
serem altamente tdxicas, possuirem alto custo e administragcdo exclusivamente a nivel
hospitalar sob vigilancia médica (TEMPONE et al., 2005).

Por outro lado, a evolugao cientifica das plantas medicinais usadas nas preparagoes
de remédios populares tem provido a medicina moderna com medicamentos eficazes para o
tratamento de doencas causadas por protozoarios parasitas. O primeiro medicamento
desenvolvido para o tratamento da malaria e amebiase foi obtido dos alcaldides quinina e
emetina, a partir de diferentes espécies dos géneros Cinchona e Cephalis (CHAU-BACAB;
PENA-RODRIGUEZ, 2001; KVIST et al., 2006).

Varias pesquisas com 0leos essenciais que sdo produtos oriundos do metabolismo
secundarios das plantas aromaticas tém sido desenvolvidas em condicdes in vitro contra as
formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi, mas apesar da grande importancia

desses estudos, por serem valores preditivos da acao leishmanicida exercidas pelos 6leos
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essenciais, pesquisas complementares usando as formas intracelulares amastigotas do
protozoario em macréfagos de hospedeiros vertebrados, bem como a citotoxicidade deles
faz-se mister (SAUVAIN et al., 1993).

No Brasil tem sido crescente o uso dos dleos essenciais das plantas Cymbopogon
citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis e Mentha piperita na industria alimenticia,
cosmeética, saneante e farmacéutica. Estudos cientificos tém comprovado a agao dos d6leos
essenciais dessas plantas contra bactérias, fungos, helmintos e protozoarios (GOKALP et
al., 2002; BERTINE et al., 2005; VIDAL et al., 2007; ESTANISLAU et al., 2007).

Na literatura consultada ndo foram observados estudos relacionando a efetividade
dos ¢dleos essenciais das folhas frescas das plantas supra citadas contra as formas
evolutivas do protozoario Leishmania (L) chagasi.

A partir dessa premissa, esse estudo objetivou demonstrar a atividade in vitro dos
6leos essencias obtidos das folhas frescas das plantas Cymbopogon citratus, Eucalyptus
citriodora, Mentha arvensis e Mentha piperita contra as formas promastigotas de Leishmania

(L) chagasi.

3.4 - MATERIAL E METODOS

3.4.1 - Material botanico

As folhas frescas de C. citratus foram colhidas na Fazenda Mae Terra e as de C.
citriodora na Fazenda Terra Nova, ambas pela manha. As fazendas estado localizadas no
municipio de Santana de Sao Francisco, SE - Brasil. As folhas foram selecionadas, lavadas

com agua destilada, cortadas e pesadas.

3.4.2 - Reagentes utilizados

Meio de cultivo M-199, C,4H3,CIFeN4O,4 (Hemina), (3 — [4,5 — dimethylthiazol — 2 — yl]
2,5 — diphenyltetrazolium bromide) — MTT (Sigma Chemical Co. - St. Louis, MO, EUA),
dodecyl sulfato de sodio (SDS), acido cloridrico (HCI), salina tamponada com fosfato — PBS
(Merck KgaA — Darmstadt, Alemanha), soro bovino fetal (Cultilab, Sdo Paulo/SP-Brasil) e

pentamidina (Eurofarma, Sao Paulo/SP-Brasil).
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3.4.3 - ExtracBes dos 6leos essenciais

Para as extragdes dos 6leos essenciais das folhas de C. citratus e E. citrodora foi
utilizado o método por arraste de vapor, conforme ALENCAR et al. (1984). O tempo de
extracdo foi de aproximadamente 2 horas para cada planta e os 6leos obtidos foram
acondicionados em frascos de vidro de cor ambar, hermeticamente fechados e
armazenados na temperatura de -15°C até as analises. Os 6leos essenciais das plantas M.

arvensis e M. piperita foram adquiridas junto a Aromalandia, Belo Horizonte (MG).

3.4.4 - Rendimento dos 6leos essenciais

O rendimento foi calculado pelo volume de cada 6leo essencial obtido dividido pela
sua massa de folhas frescas e o resultado multiplicado por 100, segundo RODRIGUES
(2007).

3.4.5 - Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massa (CG/MS)

As analises foram realizadas em um equipamento SHIMADZU GS-MS, modelo
QP5050A, utilizando-se uma coluna de silica fundida (30m x 0,25mm) com fase estacionaria
ZB-5MS (0,25mm de espessura filme). O gas Hélio foi utilizado para arraste com fluxo de
1,8 mL/min e a temperatura foi programada mantendo 50°C por 2 minutos, seguido de um
aumento de 4°C até atingir 200°C. Logo depois a razdo de aquecimento foi alterada para
15°C/min até atingir 250°C, mantendo-se constante essa temperatura por 15 minutos;
temperatura do detector de 250 °C. Foi injetado um volume de 0,5 uL de cada 6leo essencial
diluido em acetato de etila; taxa de partigdo do volume injetado 1:100 e press&o na coluna
de 166 kPa. As condi¢des do espectro de massa foram detector de captura iénica operando
por impacto eletrbnico e energia de impacto de 70 eletronsVolt (eV); velocidade de
varredura 1000, intervalo de varredura 0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados de 40 a
500 Dalton (Da). Os compostos foram identificados através da comparagdo com espectros
encontrados na literatura, de acordo com ADAMS (2001) com espectros padrbes existentes
no banco de dados (NIST21 E NIST107) do equipamento e pela composi¢cao dos indices de
retencdo com aqueles preconizados na literatura. Os indices de retencdo de Kovats (IK)
foram determinados utilizando uma curva de calibragdo de uma série de n-alcanos (Cs-Cys)
injetados nas mesmas condigdes cromatograficas da amostra, empregando a equacao de
VAN den DOOL e KRATZ (1963).
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3.4.6 - Parasitas

As formas promastigotas de Leishmania (L) chagasi (MHOM/Br/1992/LD) foram
mantidas em cultivo no meio M-199, suplementado com 10% de soro bovino fetal, 0,25% de
hemina e 5% de urina humana em frascos com roscas (screw-capedd), incubados em estufa
BOD (Biologycal Oxygen Demand) a 24°C, conforme TEMPONE et al., (2005).

3.4.7 - Determinacdo in vitro da atividade antileishmanial e da concentracdo efetiva de

50% (ECsxo) dos 6leos essenciais de C. citratus, E. citrodora, M. arvensis e M. piperita

As promastigotas em cultivo axénico foram utilizados para os experimentos, o
crescimento ocorreu em fase logaritmica, a fase estacionaria foi alcancada em 3 x 10’
parasitas/mL. As concentracdes dos 6leos essenciais usadas para os ensaios estdo na

tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo das concentracbes em ug/mL dos 6leos essenciais e farmaco-
padrdo pentamidina usadas para o experimento.

Oleos essenciais Concentragdes (ug/mL)

C. citratus 557 11,14 22,29 4458 89,16 - -

E. citriodora 11,19 22,39 44,79 89,58 179,16 358,33

M. arvensis 586 11,72 23,43 46,87 93,75 187,5 374,89
M. piperita 11,71 23,43 46,87 93,75 187,55 - -
Pentamidina 0,01 0,08 0,16 0,31 0,62 1,25 -

As promastigotas foram contadas em hemocitbmetro (Camara de Neubauer),
ajustando-se a concentracdo dos parasitos para 1 x 10° com meio M-199. Foram utilizadas
microplacas contendo 96 pocos com 150 pL/pogo total, sendo 100 uL dos dleos essenciais
nas concentragdes ja citadas diluidos em meio M-199 e 50 uL da cultura, incubando-se as
placas a 24°C por 48 horas. O farmaco pentamidina foi usado como controle positivo nas
concentracdes apresentadas na tabela 1. Os ensaios foram validados em quadruplicata.

A viabilidade dos parasitos foi avaliada utilizando ensaio colorimétrico com 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 um), de acordo com
TADA et al. (1986). Foi adicionado em cada pogo 20 ul de solugédo MTT e incubado a 37°C
por 4 horas. Apés foi adicionado 100 yL de SDS a 10% acidificado com HCI 0,01 M e

incubado por 18 horas a 24°C. A leitura do ensaio foi realizada em um Multiskan MS-

45



“Dissertacao de Mestrado em Saude e Ambiente”

UNISCIENCE, através da densidade o6tica (D.O.) em 570 nm. O resultado da leitura foi
correlacionado com o numero de promastigotas vivas e padronizado para cada placa. O
controle foi feito com promastigotas mantidas em cultivo axénico, essas foram usadas como
paradmetro de 100% de viabilidade, segundo SARTORELLI et al. (2007).

As concentragdes efetivas 50% (ECsy) dos Oleos essenciais analisados foram
determinadas por curvas sigmoidais dose-resposta, utilizando-se o Software Graph Pad

Prisma 3.0, analisando-se os respectivos intervalos de confiangca 95%.

3.5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo VITTIE e BRITO (1999), o rendimento em 6leo essencial € considerado
uma das mais importantes caracteristicas a serem avaliadas nos plantios destinados a
produgdo comercial. Ela expressa a quantidade de oleo produzido a partir de uma
determinada quantia de folhas. No Brasil, os plantios de E. citriodora destinados a extracao
de o6leo essencial apresentam rendimentos variando de 1,2% a 1,4%. Os cultivos de
procedéncias de E. citriodora que apresentarem um maior rendimento seriam de grande
interesse, pois poderia se extrair uma maior quantidade de 6leo de uma mesma quantidade
de folhas. Nesse estudo o rendimento de 6leo essencial obtido por arraste de vapor das
folhas frescas de E. citriodora coletadas na Fazenda Terra Nova foi de 5,6490% (Tabela 2).
Observando esse resultado, se pode verificar que o rendimento em 6leo essencial foi maior
que os preconizados na literatura consultada para planta acima citada. A existéncia de um
maior rendimento em 6leo essencial nas folhas frescas de E. citriodora mostrou que outras
pesquisas poderiam ser desenvolvidas visando analisar esse fato com acuidado ja que um
maior rendimento e qualidade desse 6leo sdo de grande interesse comercial para o Brasil.
Ja o rendimento em o6leo essencial das folhas frescas de C. citratus coletadas na
Fazenda Mae Terra submetido ao cultivo organico e biodinadmico foi de 0,4669% (Tabela 2).
Esse oleo apresenta um rendimento de 0,28% a 0,5% da massa fresca, conforme
CARVALHO et al. (2005). Outros estudos devem ser desenvolvidos objetivando avaliar o

rendimento desse 6leo essencial em manejo organico e biodinamico.

Tabela 2 — Rendimento dos 6leos essenciais.

Folhas Massa das folhas frescas (g) Quantidade de 6leo obtido (mL)  Rendimento (%)
C.citratus 4.925,93 23 0,4669
E.citriodora 1.948,27 110 5,6490
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O dleo essencial das folhas frescas de C. citratus apresentou como compostos
majoritarios geranial (a — citral), 40,55%; neral (B — citral), 28,36% e mirceno, 24,21%
(Tabela 3 e Figura 1). Segundo ORDONEZ et al. (2004) e MATOS (2000) as agdes
antibacteriana, antifungica, calmante e espasmolitica comprovadas desse 6leo sao
atribuidas aos constituintes geranial e neral, ja o mirceno isolado ndo apresentou tais
atividades, mas demonstrou ag&o analgésica.

Quanto ao dleo essencial das folhas frescas de E. citriodora, ele exibiu um alto teor
de citronelal, 91,16% (Tabela 3 e Figura 1). Por ser o citronelal uma substancia irritante da
mucosa do trato respiratorio preparagdes realizadas com 6leo essencial dessa planta devem
ser cuidadosamente administradas, corroborando as informagdes de MATOS (1997).

No que diz respeito a M. arvensis e M. piperita, elas apresentaram como compostos
majoritarios o iso-mentol (40,26%), a mentona (25,37%), o mentol (51,32%) e a mentona
(20,15%), respectivamente (Tabela 3 e Figura 1). Os 6leos essenciais das plantas acima
referidas possuem atividades terapéuticas ja cientificamente comprovadas em diversas
infeccdes e afecgcdes do homem (NICOLETTI et al., 2007).

TABELA 3 - Constituintes quimicos e suas respectivas porcentagens de 6leos essenciais obtidos por
arraste de vapor das folhas frescas de C. citratus, E. citriodora, M. arvensis e M. piperita.

C. citratus
Componentes (%)

E. citriodora
Componentes (%)

M. arvensis
Componentes (%)

M. piperita
Componentes (%)

Citronelol (0,10)

B- (E)-ocimeno (0,19)

B- (Z)-ocimeno (0,32)
Linalol (0,49)

iso-butirato de linalol (0,51)

6-metil-5-hepten-2-ona (1,99)

Mirceno (24,31)

Neral (8 — Citral) (28,36)
Geranial (a — citral) (40,55)
Nao identificados (3,18)

Total 100

A - pineno (0,51)
B-cariofileno (1,55)
Isopulegol (1,87)
Citronelol (1,92)
iso-Isopulegol (2,24)
Citronelal (91,16)

N&o identificados (0,75)

Total 100

Sabineno (0,10)
3-Carofileno (0,12)
Tricicleno (0,17)
Mirceno (0,24)
1,8-Cineol (0,24)
B-Terpineol (0,33)
a-Pineno (0,35)
neo-iso-Mentol (0,37)
Piperitona (0,51)
Pulegona (1,08)
neo-lsopulegol (1,20)
3-Octanol (1,5)
Limoneno (4,35)
Acetato de Mentila (5,20)
Mentol (5,70)
iso-Mentona (11,49)
Mentona (25,37)
isso-Mentol (40,26)
Nao identificados (0,88)

Total 100

Limoneno (0,10)
a-Terpinol (0,22)
a-Borboneno (0,36)
Germacreno-D (0,41)
neo-iso-Mentol (0,49)
iso-Pulegol (0,64)
Pulegona (1,06)
B-Carofileno (1,54)
1,8-Cineol (1,8)
Piperitona (1,92)
neo-Mentol (4,82)
Acetato de Mentila (6,15)
iso-Mentona (8,48)
Mentona (20,15)

Mentol (51,32)

Nao ldentificados (0,54)

Total 100
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Figura 1 - Estruturas dos principais constituintes presentes nos oleos essenciais de
Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis e Mentha piperita.

No que tange a acéo antileishmanial dos 6leos essenciais das plantas objeto desse
estudo, os resultados obtidos indicaram existir. Esse efeito foi melhor evidenciado no éleo
essencial de C. citratus, o qual mostrou um valor de ECsq de 21,91 pug/mL. Foi verificada
uma dose-resposta intermediaria entre os 6leos essenciais de M. arvensis e E. citriodora
(Tabela 4). O d6leo essencial de M. piperita foi de menor atividade contra promastigotas de
Leishmania (L) chagasi nas condi¢cbes testadas (Tabela 4). A pentamidina foi usada como
farmaco padrao controle positivo, revelando uma ECs, de 0,09634 ug/mL, comparando-se as
ECso da pentamidina (0,09634 pg/mL) com a do C. citratus (21,91 yg/mL), o éleo essencial
apresentou sua eficacia cerca de 14 vezes menor. Comparacdes, entretanto, entre
pentamidina e oleos essenciais devem ser cuidadosamente tracadas, visto que a
pentamidina é um componente puro, enquanto, o 6leo essencial € uma mistura complexa
em estado natural, sendo necessario para fins comparativos estudo dos componentes
isolados.

Na figura 2, apresentaram-se os valores de ECsy dos 6leos essenciais contra as

promastigotas de Leishmania (L) chagasi utilizando-se curvas sigmoidais dose-resposta.
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Tabela 4 - Eficacia dos 6leos essenciais obtidos por arraste de vapor das folhas frescas das
plantas contra a Leishmania (L.) chagasi.

Espécies Leismania (L.) chagasi promastigota ECsy,
valor (ug/mL) (95%-IC)
C. citratus 21,91 (15,48 — 31,00)
E. citriodora 56,32 (37,53 — 84,52)
M. arvensis 49,63 (33,23 - 74,10)
M. piperita 58,18 (25,48 — 132,9)
Pentamidina 0,09634 (0,05919-0,1568)
w 150 S
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Figura 2 - Determinacao dos valores EC5, dos 6leos essenciais contra as promastigotas de
Leishmania (L.) chagasi.
= E. citriodora, a M. piperita, v C. citratus, ¢ M. arvensis e ® Pentamidina.

TEMPONE et al. (2005) com extratos brutos e diluidos de nove espécies de plantas
brasileiras contra formas promastigotas de Leishmania (L) chagasi demonstraram que o
extrato bruto do alcaldide da espécie Annona crassiflora Mart. (Annonacea) apresentou agao
contra as promastigotas de Leishmania (L) chagasi com uma ECsy — 24,84 pg/mL,
concentragdo essa proxima a encontrada nesse estudo com relagédo ao 6leo essencial de C.
citratus, ECso- 21,91 ug/mL.

MACHADO et al. (2007) com extratos etandlicos de propolis oriundos do Brasil € da
Bulgaria contra as promastigotas de Leishmania (L) chagasi obtiveram uma ECs, de 53,9

pg/mL para prépolis da Bulgaria e ECso de 49,9 ug/mL para a do Brasil, observou-se que o
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oleo essencial de C. citratus (ECso- 21,91 pg/mL) foi mais efetivo que os extratos etandlicos
de prépolis dos dois paises.

BRAGA et al. (2007) com extrato etandlico das flores de Ocinum gratissinum L.
(Lamiaceae) contra formas promastigotas de Leishmania (L) chagasi detectaram uma ECs
de 71,0 yg/mL, se comparadas as ECs, dos 6leos essenciais de C. citratus (ECso - 21,91
pg/mL), E. citriodora (56,32 ug/mL), M. arvensis (49,63 ug/mL) e M. piperita (58,18 pg/mL)
os Oleos essenciais foram mais eficazes.

SARTORELLI et al. (2007) com extrato metandlico fracionado em hexano de frutos
de Cassia fistula (Leguminosae), observaram que a fragéo isolada e caracterizada como
colesterol a partir dos frutos da planta citada apresentou agao in vitro contra promastigotas
de Leishmania (L.) chagasi, matando 100% dessas formas. Nas condi¢cdes desse estudo os
6leos essenciais das plantas C. citratus, E. citriodora, M. arvensis e M. piperita, também
eliminaram em 100% as formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi (Figura 2).

Conforme ESCOLAN et al. (2005) nos ultimos anos em Honduras tem sido
documentados casos de falhas terapéuticas no tratamento de leishmaniose visceral com
derivados pentavalentes. Esse fato, também foi reportado por AHUA et al. (2007) na india.
Além de essas drogas desencadearem efeitos colaterais acentuados e requerem regime de
tratamento longo com alto custo (CROFT; COOBS; 2003).

A pesquisa e sintese de novos farmacos mais efetivos e seguros contra leishmaniose
visceral sdo de grande importancia e podem abrir novas perspectivas de tratamento em
regides onde essa parasitose acomete milhdes de pessoas, principalmente, quando
verificou-se a agdo in vitro do C. citratus contra as formas promastigotas de Leishmania (L)
chagasi, sendo esse altamente efetivo.

Salienta-se, ainda, que deverdo ser conduzidos ensaios para aumentar a eficiéncia

de sua extragao e purificacao.

3.6 — CONCLUSAO

Os oleos essenciais obtidos das folhas frescas por arraste de vapor das plantas
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Eucalyptus citriodora Hook., Mentha arvensis L. e Mentha
piperita L. apresentaram in vitro resultados altamente promissores contra as formas
promastigotas de Leishmania (L.) chagasi.

Foi verificado que o 6leo essencial da planta Cymbopogon citratus (DC.) Satpf. foi

mais eficaz quando comparado sua ECsy com as dos outros trés dleos essenciais.
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Nesse experimento foi avaliado que os 6leos essenciais obtidos das folhas frescas
das plantas objeto desse estudo mataram 100% as promastigotas de Leishmania (L.)
chagasi.

Embora estudos mais aprofundados sejam imprescindiveis, os resultados expostos
nesse trabalho constituem uma base rica de dados a cerca das atividades biolégicas dos
6leos essenciais citados, sendo uma fonte preliminar de informagdes cientificas de suma

importancia que incitam pesquisas futuras.
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4. — CAPITULO III

Avaliacdo do rendimento e dos constituintes citral e mirceno do
Oleo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., submetido ao

cultivo organico e biodinamico na Fazenda Mée Terra — Se.

4.1 - RESUMO

O rendimento e a composicdo quimica do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf. (Poaceae) é de suma importancia para a industria alimenticia, farmacéutica e
cosmética, podendo afetar severamente o valor comercial do 6leo. Nesse trabalho, foram
avaliados o rendimento e os constituintes citral e mirceno do 6leo essencial obtido das
folhas frescas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. submetido ao cultivo organico e
biodinamico na Fazenda Mae Terra. Os resultados encontrados nesse estudo indicaram que
o cultivo organico e biodinamico propiciou um bom rendimento (0,4669%) em dleo essencial.
Os componentes quimicos majoritarios do 6leo foram o geranial (40,55%), o neral (28,48%)

e o mirceno (24,80%).

Palavras-chave: Cymbopogon citratus, cultivo organico e biodinamico, 6leo essencial.

Assessment of the yield and the constituents citral and myrcene of
the essential oil of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., submitted to

the organic and biodynamic cultivation in Mae Terra Farm — Se

4.2 - ABSTRACT

The yield and the chemical composition of the essential oil from Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf. (Poaceae) is very important for the food, cosmetics and pharmaceutical industries,
and can severely affect the commercial value of the oil. In this paper, the yield and the
constituents citral and myrcene of the essential oil obtained from fresh leaves of
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf were assassed, submettid to the organic and biodynamic
cultivation in Mae Terra Farm. The results from this study indicated that the organic and
biodynamic cultivation provided a good vyield (0,4669%) in essential oil. The major chemical
components of the oil were the geranial (40,55%), the neral (28,48%) and the myrcene
(24,80%).

Keywords: Cymbopogon citratus, organic and biodynamic cultivation, essential oil.
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4.3 — INTRODUCAO

O Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. € uma espécie vegetal de origem asiatica
amplamente distribuida por varios paises tropicais, entre eles o Brasil, onde assume
diferentes denominagdes populares conforme a regido em que se encontra, a exemplo de
capim-lim&o, capim-santo, entre outras. Pertence a Familia Poaceae (Gramineae) e se
constitui em uma erva perene que forma touceiras compactas e robustas de até 1,2 metros
de altura, com rizoma semi-subterrdneo, sua propagacdo é assexuada por divisdo de
touceiras e realizada a campo (COSTA et al., 2005).

Essa 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 dela. Esse fato fez com que as areas,
para cultivo dessa graminea, se expandissem na mesma proporgdo para atender a
demanda (VIDA; CARVALHO-JUNIOR; VERZIGNASSE, 2006).

Varios clones de C. citratus sao cultivados para producdo comercial de oleo
essencial conhecido internacionalmente como 6leo de “Lemon grass”. Essa esséncia é
largamente empregada como agente aromatizante em perfumaria, industria cosmética e
alimenticia por seu forte odor de limdo, bem como para obtencdo do citral, seu principal
constituinte quimico que é utilizado pela industria farmacéutica para sintese de ianonas e
vitamina A (CARVALHO et al., 2005).

Dentre as atividades biolégicas registradas da espécie C. citratus destacam-se os
efeitos hipotensor e antiinflamatério da infusdo de suas folhas, testado em ratos por VIANA
et al. (2000). A efetividade fungicida do 6leo essencial obtido das folhas contra Aspergillus
niger, avaliada por BARATTA et al. (1998), assim como a sua atividade antibacteriana
contra organismos Gram positivos e negativos observada por BERTINI et al. (2005). Outras
acgdes, tais como analgésica, calmante, diurética, antihelmintica e inseticida exercida pelo
oleo essencial dessa planta foram reportados por ALMEIDA et al. (2003).

A composigdo quimica e o rendimento em 6leo essencial de C. citratus podem ser
variaveis, a depender da variabilidade genética intra-especifica, habitat, horario de colheita e
os tratos culturais (LEAL et al., 2001).

Por outro lado, a agricultura organica € conceituada como a producgéo de alimentos
oriundos dos vegetais e animais sem a utilizacao de agrotéxicos, fertilizantes sintéticos,
reguladores de crescimento e aditivos para a alimentagdo animal e/ou outros agentes
contaminantes, através de um conjunto de sistemas de produgdo com enfoque holistico, que
buscam a maximizacao dos beneficios sociais, a auto-sustentagao, a redugao/eliminacao da

dependéncia de insumos, energia nao renovavel e a preservagdo do ambiente mediante a
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otimizacdo do uso de recursos naturais e socioecondmicos disponiveis (MELLO et al.,
2003).

Ja o manejo biodindmico trata a planta ndo s6 nas suas necessidades fisicas, mas
procurando alimentar seu campo energético com preparados biodinamicos (KEMP, 2004).

Quanto a fazenda Mae Terra fica localizada no municipio de Santana de Sao
Francisco, no estado de Sergipe (Se). No ano de 2000 foi implementada nessa fazenda o
cultivo orgénico e a partir de 2002 adotado o sistema biodinadmico. Assim sendo, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o rendimento e os constituintes citral e mirceno do éleo essencial
obtido das folhas frescas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., submetido ao cultivo

organico e biodinadmico na fazenda Mae Terra.

4.4 — MATERIAL E METODOS

4.4.1 - Cultivo do Cymbopogon citratus na Fazenda Méae Terra

O solo foi inicialmente analisado e corrigido com calcario, fosfato natural, cinza, mb4
e compostagem em toda area de plantio, arado e em seguida passado a grade leve. As
mudas foram plantadas no inverno e o brotamento delas foi cerca de 100%. Os tratos foram
de capina manual apenas quando ervas daninhas comegcaram a sufocar a cultura ou
atrapalhar a colheita e essa capina foi deixada como cobertura para lavoura. Além da capina
foi realizada as adubacdes folheares a cada colheita com urina de vaca, microgel e
preparado 501 (pulverizado de chifre e silica, 2 g/ha). As adubagbes do solo com esterco
bovino foi realizada de 2 a 3 vezes ao ano e a plantagao foi irrigada diariamente. Apds 3
meses do plantio foi efetuado o primeiro corte, depois os cortes se sucederam em cerca de
30 a 40 dias. A producdo média no verédo para cada area de produgao resultou em uma
tonelada de massa verde. No inverno poderia ser maior o rendimento, todavia, ocorrem
intervalos no corte da folhas da em funcdo do processamento. Essa espécie tem um ciclo

médio de 5 anos.
4.4.2 - Colheita do material botanico

As folhas frescas de C. citratus foram coletadas na Fazenda Mae Terra em
12/05/2007 as 8h30min (Figura 1). Apds a coleta, foram acondicionadas em sacos plasticos

e encaminhadas ao Laboratério de Produtos Naturais e Biotecnologia (ITP), onde foram

selecionadas, lavadas com agua destilada, cortadas e pesadas.
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Figura 1 — Cymbopogon citratus em sistema organico e biodinamico na Fazenda Mae Terra,
Municipio de Santana do Sao Francisco, Sergipe.

4.4.3 - Obtencéo do 6leo essencial

Para extragao do 6leo essencial foi utilizado o método por arraste de vapor de acordo
com a metodologia descrita por Alencar et al. (1984), em um aparelho extrator de 6leo
essencial tipo Marconi, Modelo MA-480 e série 0218108. O tempo de extracdo foi de
aproximadamente duas horas. O 6leo foi armazenado em frasco de cor ambar com tampa

esmerilhada sob refrigeracao a -15°C até o momento da analise.

4.4.4 - Rendimento do 6leo essencial

O rendimento em 6leo essencial foi calculado dividindo-se a massa do 6leo extraido
pela biomassa das folhas frescas e o resultado multiplicado por 100, conforme
RODRIGUES, (2007).

4.4.5 - Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massa (CG/MS)

As analises foram realizadas em um equipamento SHIMADZU GS-MS, modelo
QP5050A, utilizando-se uma coluna de silica fundida (30m x 0,25mm) com fase estacionaria
ZB-5MS (0,25mm de espessura filme). O gas Hélio foi utilizado para arraste com fluxo de
1,8 mL/min e a temperatura foi programada mantendo 50°C por 2 minutos, seguido de um
aumento de 4°C até atingir 200°C. Logo depois a razdo de aquecimento foi alterada para
15°C/min até atingir 250°C, mantendo-se constante essa temperatura por 15 minutos;

temperatura do detector de 250°C. Foi injetado um volume de 0,5 yL do 6leo essencial
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diluido em acetato de etila; taxa de particdo do volume injetado 1:100 e presséo na coluna
de 166 kPa. As condicdes do espectro de massa foram detector de captura ibnica operando
por impacto eletrbnico e energia de impacto de 70 eletronsVolt (eV); velocidade de
varredura 1000, intervalo de varredura 0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados de 40 a
500 Dalton (Da). Os compostos foram identificados através da comparagdo com espectros
encontrados na literatura, de acordo com ADAMS (2001) com espectros padrbes existentes
no banco de dados (NIST21 E NIST107) do equipamento e pela composi¢céo dos indices de
retencdo com aqueles preconizados na literatura. Os indices de retencdo de Kovats (IK)
foram determinados utilizando uma curva de calibragdo de uma série de n-alcanos (Cs-Cys)
injetados nas mesmas condigcbes cromatograficas da amostra, empregando a equacao de
VAN den DOOL e KRATZ (1963).

4.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O vasto campo de aplicagao do 6leo essencial de C. citratus por industrias de
alimentos, cosmética e farmacéutica tem motivado ininterruptas pesquisas dessa espécie.

Nesse estudo obteve-se um rendimento em 6leo essencial, calculado em base fresca
de 0,4669%. Autores, a exemplo de SINGH et al. (1982) afirmaram que o rendimento em
6leo essencial da planta acima citada é de 0,28% a 0,50%. Observou-se que no sistema de
cultivo acima referido e nas condicbes desse experimento houve bom rendimento. Uma
pesquisa realizada por CARVALHO et al. (2005) comparando o rendimento em dleo
essencial de C. citratus submetido a diferentes tipos de adubacdo, demonstrou que o
tratamento com adubacéo organica apresentou um rendimento superior quando comparado
ao tratamento com adubagdo convencional, entretanto, nesse estudo foi realizado apenas
uma coleta, seria interessante outras pesquisas utilizando mais coletas em horarios e
temperaturas diferentes, bem como meses diversificados visando observar a
reprodutibilidade do experimento. Um estudo comparativo entre o cultivo organico e
biodindmico com outro tipo de cultivo deve ser também realizado buscando nortear suas
vantagens e desvantagens.

Na figura 2, tem-se o perfil cromatografico do dleo essencial de C. citratus e a tabela
1 demonstrou seus componentes e respectivas porcentagens obtidos empregando-se um

cromatdgrafo a gas com detector de massas (CG/EM).
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Figura 2- Cromatograma do 6leo essencial das folhas frescas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.,
submetido ao sistema organico e biodindmico na Fazenda Mae Terra.

Tabela 1-Constituintes quimicos e suas respectivas porcentagens em 6leo essencial das
folhas frescas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., submetido ao sistema orgéanico
biodindmico na Fazenda Mae Terra.

Pico TR (min)* Composto (%) IRR exp.** IRR lit.***
1 8,725 6-metil-5-hepten-2-ona 1,99 983 985
2 8,875 Mirceno 24,80 987 991
3 10,533 a-(Z)-Ocimeno 0,32 1034 1040
4 10,917 B-(E)-Ocimeno 0,19 1045 1050
5 12,558 Nao identificado 0,08 1090 -

6 12,883 Linalol 0,49 1099 1098
7 14,508 N&o identificado 0,06 1142 -

8 14,700 Nao identificado 0,12 1147 -

9 14,850 Citronelal 0,10 1151 1153
10 15,183 N&o identificado 0,54 1160 -

11 15,875 Nao identificado 1,41 1178 -

12 18,025 Neral (B-Citral) 28,36 1237 1238
13 18,458 Né&o identificado 3,27 1249 1253
14 19,142 Geranial (a-Citral) 40,55 1268 1270
15 20,008 Nao identificado 0,20 1291 -

16 22,967 Iso- butirato de linalol 0,51 1376 1374
Total 100

* Tempo de Retencéao
** Indice de Retengéo Relativo ou Indice de Kovat's
** [ndice de Retengdo Relativo da Literatura (ADAMS 2001).

Como a composigdo quimica é um dos pardmetros que agrega valor ao 6leo
essencial, de acordo com SOUZA et al. (2006), avaliaram-se os constituintes quimicos do

6leo de C. citratus tratado com sistema orgéanico e biodinamico.
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Segundo NASCIMENTO et al. (2003), comercialmente distinguem-se dois tipos de
Oleo essencial de capim-santo, o East Indian e o West Indian conforme as diferencas de
composigao quimica que se refletem na solubilidade em alcool a 70% do teor de mirceno.

Nas condigbes desse estudo observou-se que os teores relativos de citral (68,91%) e
mirceno (24,80%) caracterizaram esse Oleo como provavelmente do tipo West Indian,
entretanto, outros experimentos devem ser conduzidos em horarios diferentes de coletas
das folhas dessa plantas, visto que para CASTRO (2001) a composicdo de um oleo
essencial comumente € bastante dinédmica, sendo que as interconversdes dos seus
constituintes abrangem reagbes de oxidagcdo, redugdo, desidratacdo, hidratacédo,

isomerizacao e ciclizacao.

4.6 — CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo em relacdo ao rendimento e os constituintes
citral e mirceno do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., submetido ao
sistema de cultivo organico e biodindmico na Fazenda Mé&e Terra foram bastante
promissores.

Sugere-se mais pesquisas envolvendo esse sistema de cultivo e estudos
comparativos com outros tipos, a exemplo hidroponia, bem como em diferentes horarios de

colheitas e o seu arranjo espacial.
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5 — CAPITULO IV

Leishmaniose visceral em Sergipe: perfil epidemiologico de 2001 a
2006.

5.1 - Resumo

Esse trabalho objetivou descrever o perfil epidemiolégico da leishmaniose visceral em
Sergipe, Brasil de 2001 a 2006. Os dados foram obtidos no Sistema de Informacao de
Agravos Notificados (SINAN). Observou-se 230 casos de leishmaniose visceral, distribuidos
em 41 municipios, sendo as maiores incidéncias foram em Aracaju (85) e Esténcia (31). A
faixa etaria mais acometida foi 1 a 5 anos (28,26%), seguida de 20 a 40 anos (25,65%). As
técnicas utilizadas para diagnéstico laboratorial foram parasitolégica e imunolégica. Quanto
a zona de residéncia dos portadores foram notificadas como urbana (50%). A raga/cor de
maior ocorréncia foi a cor parda (59,10%). A escolaridade dos portadores destacou-se de 4
a 7 anos concluidos (47,85%). Quanto ao desfecho da doenga, evoluiram para cura
(76,96%). O perfil epidemiolégico obtido nesse estudo servira como base para justificar a
adogdo de estratégias visando a profilaxia, controle dos reservatorios e vetores da
leishmaniose visceral em Sergipe.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, perfil epidemiologico, Sergipe.

Visceral leishmaniasis in Sergipe: epidemiological profile from 2001
to 2006.

5.2 — Abstract

This paper intended to describe the epidemiological profile of visceral leishmaniasis in
Sergipe, Brazil from 2001 to 2006. The data were obtained from the Sistema de Informacéao
de Agravos Notificados (SINAN). There were 230 cases of visceral leishmaniasis, spread in
41 towns, with the greatest impact in Aracaju (85) and Estancia (31). The age bracket most
affected was 1 to 5 years old (28,26%), followed by 20 to 40 years old (25,65%). The
techniques used for laboratory diagnosis were parasitological and immunological.
Concerning the area of residence for those people was notified as urban (50%). The race /
color of greater occurrence was the brown color (59,10%). Their schooling is mostly from 4 to
7 years completed (47,85%). Regarding the outcome of the disease, evolved for cure
(76,96%). The epidemiological profile obtained in this study will serve as basis to justify the
adoption of strategies aimed at prophylaxis, control of reservoirs and vectors of visceral
leishmaniasis in Sergipe.

Keywords: Visceral leishmaniasis, epidemiological profile, Sergipe.
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5.3 — INTRODUCAO

Ao desenvolvimento tem sido historicamente atribuida a incumbéncia de melhorar a
qualidade de vida das comunidades. Entretanto, no Brasil, 0 que se tem observado é o
aumento da incidéncia de doencas infecciosas que estao diretamente atreladas as precarias
condicbes de vida e sua disseminacao esta relacionada com a degradacdo ambiental,
permitindo maior circulagao dos parasitos (TAVARES; TAVARES ,1999).

O modelo de desenvolvimento atualmente adotado tem-se caracterizado por
auséncias de politicas que leve em consideracdo as condicbes em que vive a populacao
brasileira e que promovam a organiza¢ao do espago social. Sem isso, o que tem ocorrido é
a ocupacado de novas areas e a invasao do ambiente natural de forma desordenada,
promovendo mudangas que acarretam desequilibrio ecoldgico, expondo as populagdes ao
risco de contrair infecgdes por microrganismos que circulam nos focos naturais (MELLO,
1991).

Desde 1934, casos de leishmaniose visceral (LV) humana vém sendo registrados no
Estado de Sergipe. Em 1936, no Municipio de Aracaju, o Dr. Evandro Chagas diagnosticou
O primeiro caso, em vida, da doenga no Brasil. Tratava-se de um individuo de 16 anos, em
cuja familia havia ocorrido dois ébitos, com os mesmos sintomas (CHAGAS, 1936).

Segundo MICHALICK e GENARO (2005), a LV é uma doenga sistémica que atinge
as células do sistema mononuclear fagocitario do homem, sendo os érgdos mais afetados o
baco, figado, linfonodos, medula dssea e pele, outros 6rgaos e tecidos podem também ser
atingidos, por exemplo, o intestino e os pulmdes. Em casos avangados da doencga
praticamente todos os 6rgaos sao acometidos. Afirma ainda os autores que se trata de uma
doenga grave, de alta letalidade, sendo que sua mortalidade nos casos humanos nao
tratados pode alcancar 70% a 90%.

A LV possui como agente etiolégico um protozodrio que nas Américas a espécie
responsabilizada denomina-se Leishmania (Leishmania) chagasi, transmitida ao homem
pela picada de artropodas fémeas infectadas da espécie Lutzomyia longipalpis presentes
em todos os paises da América Latina, exceto no Chile (CANELA et al., 2004; CAMARGO;
LANGONE, 2006).

Em 1983, foi realizado o levantamento e mapeamento das espécies flebotominicas
existentes em Sergipe, sendo constatado que o vetor Lutzomyia longipalpis encontrava-se
disseminados em 38 municipios distribuidos em todas as regides do estado (AGUIAR,
1983).

De acordo com o MINISTERIO DA SAUDE (2003), o Brasil enfrenta atualmente a

expansao e urbanizacdo da LV com casos humanos e grande numero de cées positivos
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(considerado o ultimo o principal reservatério no Brasil) em varias cidades de grande e
meédio porte. O ciclo de transmissao que anteriormente ocorria no ambiente silvestre e rural,
hoje também se desenvolve em centros urbanos. Duas décadas apés o registro da primeira
epidemia urbana em Teresina (Pl), o processo de urbanizacdo se intensificou com a
ocorréncia de importantes epidemias em varias cidades da regiao Norte (Boa Vista e
Santarém), Sudeste (Belo Horizonte e Montes Claros), Centro Oeste (Cuiaba e Campo
Grande) e Nordeste (Sao Luis e Natal). Em Sergipe, a ocorréncia de casos autéctones ja foi
notificada em 67 dos 75 municipios, distribuidos nas diferentes regides, onde se encontra
uma grande diversidade quanto aos aspectos ambientais.

Mediante o exposto, o presente estudo objetivou avaliar o perfil da leishmaniose

visceral no Estado de Sergipe entre os anos de 2001 e 2006.

5.4 - METODOLOGIA

Foi realizado um estudo longitudinal, descritivo e retrospectivo da leishmaniose
visceral no periodo de 2001 a 2006 no estado de Sergipe. A pesquisa foi desenvolvida na
Coordenacgao de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de Saude do Estado de Sergipe
(SES-SE), através da analise dos dados informatizados consolidados no Sistema de
Informacdo de Agravos Notificaveis (SINAN), que é um Software disponibilizado pelo
Ministério da Saude para todos os estados e municipios brasileiros, com a finalidade de
informar as patologias elencadas como de notificagdo compulséria. Os dados avaliados
foram: numero total de casos confirmados, procedéncia dos casos, faixas etarias e género
dos portadores, técnicas utilizadas para diagnostico, zona de residéncia, raga/cor,
escolaridade dos acometidos e desfecho dos casos. A anadlise dos dados constou de

distribui¢cdes de frequiéncias, apresentadas em gréficos e tabelas.

5.5 - RESULTADOS

No periodo de 2001 a 2006 foram registrados 230 casos de leishmaniose visceral no
Estado de Sergipe, distribuidos em 41 municipios (Tabela 1). Os municipios com maior
numero de casos notificados foram respectivamente, Aracaju (58), Estancia (31), Canindé
do Séo Francisco (16), Lagarto e Aquidaba (07), Gararu (06), os demais variaram de 01 a 05
casos (Tabela 1). Em relagdo ao numero de casos notificados ao longo dos anos (Figura 1),
observou-se que os maiores ocorreram em 2005 (44) e 2006 (51), € o menor em 2003 com

(17) casos notificados.
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Tabela 1: Casos confirmados de leishmaniose visceral por Municipio de procedéncia
em Sergipe de 2001-2006.

Municipios 2001 2002 2003 2004 2005 2006 Total

- 1 - - - 2
5 - - - - 7
11 7 15 20 25 85

Areia Branca - - - 2

Amparo de S. Francisco

Aquidaba

SV RN

Aracaju

Barra do Coqueiro - - -

Boquim - -

i
LA AN
N

Brejo Grande 1
Campo do Brito 1 - - -
Canindé do S. Francisco 2
Capela - - 1 - - -
Carira - 1 - 1 1 -

- W

Divina Pastora - - - - -

1
Estancia 7 2 3 7 5 7

w
=

Feira Nova - 1 - - - -
Gararu - - - 1 4 1
Indiaroba 1 - - - - -
Itabaiana 1 1 1 - - -

Itabaianinha - - - - 1 -

1
'
'
]
N

Itabi -

Itaporanga D'Juda 2
Jaboatdo 1

PN =
\
\
!
!

Japaratuba 1 - - -
Lagarto 4
Laranjeira -
Macambira -

Maruim

A A N 2 -4
'
'
'
'

N. S. Aparecida
N. S. da Gléria - - - - -
N. S. do Socorro - - - 2 1

a N =

Neopolis

N W
]
]
]
'
'

Pacatuba
Pirambu - - - 2 - -
Pogo Redondo

Propria

= N N
1
1
1
'
'

Riachao do Danta

]
]
]
N
'
'

Ribeirépolis
S. Cristévéo 2 - - - - 2
Simao Dias 1 - - - - -
St. Amaro da Brota - - - - 2 -

St?. Luzia do Itanhi - - - - - 1

N = N =2 BN 2N OWONDNMO GO -2 WA DNDNSN=2 O 2 2020 -

Tobias Barreto 1 - - - 1 -

Total 48 36 17 34 44 51 230

Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)
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Figura 1: Distribuicdo proporcional de casos confirmados de leishmanioses em Sergipe por
ano de ocorréncia.
Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)

No que concerne ao género dos portadores, 60,43% (139) foram masculino (Figura
2). A faixa etaria mais acometida foi de 1 a 5 anos, 28,26% (36), e a menor em individuos
maiores de 70 anos, 0,46% (01) (Tabela 2).

@ Feminino

& Masculino

60,43% \

Figura 2: Distribuicdo percentual de casos confirmados de LV em Sergipe, de acordo com o
género dos portadores de 2001 a 2006.
Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)
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Tabela 2: Distribuicdo proporcional de casos confirmados de LV em Sergipe,
conforme faixa etaria.

Faixa Etaria 2001 2002 2003 2004 2005 2006  Total %
<1 1 - - 2 5 1 9 3,91
1]-5 17 8 4 12 10 14 65 28,26
51]-10 11 5 5 2 4 9 36 15,65
10 |- 20 7 9 4 2 10 4 36 15,65
20 |- 40 9 9 3 9 12 17 59 25,65
40 |- 60 3 5 1 5 2 4 20 8,70
60 |- 70 - - - 1 1 2 4 1,74
> 70 - - - 1 - - 1 0,43
Total 48 36 17 34 44 51 230 100,00

Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)

Para confirmagao do diagndstico laboratorial as técnicas utilizadas foram a
parasitoldgica, realizada em todos os portadores (230), e a reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI). Nessa ultima pode-se observar que parte dos portadores nao realizou (83) e

em alguns casos (11) os resultados constavam como negativos (Tabela 3)

Tabela 3: Distribuicdo proporcional de casos confirmados de LV segundo a técnica
usada para diagnéstico.

Técnica de Tipo de

diagnéstico notificagdo 2001 2002 2003 2004 2005 2006 Total
Positivo 48 36 17 34 44 51 230

Parasitolégica Negativo - - - - - - 0
Ignorado - - - - - - 0
Positivo 16 22 5 20 31 44 138

Imunolégica (RIFI)  Negativo 1 3 1 5 1 11
Ignorado 31 11 11 14 8 6 81

Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)

Na distribuicdo proporcional de casos confirmados de LV por zona residencial do
portador (Figura 3), notou-se que a zona urbana apresentou 50% (115) e a rural 45,66%

(105). Ressalta-se que os casos ignorados foram de 3,04% (07) e urbano/rural de 1,3% (03).
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Figura 3: Percentual de casos confirmados de LV por Zona de Residéncia do portador.
Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)

No que se refere a raga/cor dos portadores, tém-se que a cor parda representou
59,10% (136), a cor branca 14,78% (36), a cor negra 9,70% (22) e a cor amarela 1,30% (03)

e notificados como indigenas 0,42% (1), enfatiza-se que esse dado foi cadastrado como

ignorado em 14, 78% (34) dos casos (Figura 4).

0,
14,78% 0"_12% 14,70%

BN SR
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] SSTAAELLRLIRERS
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B Amarela
g Parda
O Indigena
W Ignorado

£ Branca

59,10%

Figura 4: Distribuicdo percentual dos casos confirmados de LV por raga/cor do portador.
Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)

Em relagdo a escolaridade dos acometidos (Figura 5), avaliou-se que a maioria,

47,85% (110) possuiam 4 a 7 anos concluidos, seguidos de 13,47% (31) com 1 a 3 anos,
13,04% (30) com 8 a 11 anos, 11,30% (26) com nenhum ano concluido e em 8,69% (20)

dos acometidos esse dado foi ignorado.
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Figura 5: Distribuicdo percentual dos casos confirmados de LV por escolaridade do portador.

Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)
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A figura 6 avaliou o desfecho da doencga, donde 76,96% (177) dos acometidos

evoluiram para a cura e 11,74% (27) para 6bito, € necessario salientar que esse dado foi

ignorado em 11,30% (26) dos casos notificados.

1,30%

11,74%

= Cura
@ Obito
® Ignorado

Figura 6: Distribuicdo em percentual dos casos confirmados de LV que evoluiram para cura, 6bito ou

ignodado, em Sergipe de 2001 a 2006
Fonte: SINAN/SES/SE (2001-2006)
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5.6 — DISCUSSAO

Nessa pesquisa, se constatou que foram notificados e confirmados 230 casos de
leishmaniose visceral em Sergipe no periodo de 2001 a 2006, oriundos de 41 municipios
dos 75 que compdem o Estado, ou seja, 54,66% apresentaram esse agravo a saude.

Conforme CORREIA (1998), uma importante caracteristica da LV é que, quanto
maior a incidéncia da doenca, maior o risco para as criangas mais jovens, fato ja
documentado no Brasil, aonde a preferéncia da parasitose pela populagéo infantil vem se
mantendo ao longo dos anos. Essa caracteristica também foi observada nesse estudo, no
qual a infecgdo predominou nos primeiros 5 anos de vida. Para BADARO et al. (1986), ja
que a imunidade duradoura se desenvolve com a idade, é provavel que a maior incidéncia
da doenca no grupo de menor idade dependa da maior suscetibilidade a infecgdo e da
depressdo da imunidade observada nessa faixa etaria. Entretanto, nesse estudo, houve
também a ocorréncia de um elevado numero de casos na faixa etaria de 20 a 40 anos. Esse
fendbmeno, talvez, esteja atrelado as atividades laborais dos portadores e uma maior
exposicdo aos fatores de risco, a exemplo, contato com os artropodes vetores. Vale
ressaltar que, na literatura consultada, tem-se uma gama de trabalhos publicados referentes
a estudos na faixa etaria de até 15 anos, sendo prioridade pesquisas que abranja outras
faixas etarias.

Segundo PASTORINO et al. (2002), a literatura aponta o género masculino como o
mais susceptivel ao adoecimento por LV. Nesse trabalho, o género masculino foi o mais
acometido. COSTA et al. (1990) afirmaram, todavia, que o problema da maior prevaléncia
da enfermidade entre as pessoas do género masculino ainda nao esta completamente
elucidado. Complementam os autores, que se postulam a existéncia de um fator hormonal
ligado ao género ou a exposicao.

As técnicas utilizadas para diagnostico laboratorial da LV em Sergipe, foram a
parasitologica e imunoldgica. No banco de dados do SINAN, porém, ndo consta a origem do
material que foi colhido para a execucao da técnica. No entanto, segundo MELO (2004) a
demonstracdo do parasito através de técnicas parasitoldgicas, tais como, esfregago por
aposicao, cultura ou inoculagdo em animais ainda sdo os melhores testes laboratoriais para
diagnosticar LV a partir de material de biépsia ou punc¢éo aspirativa de tecidos, com o bago
sendo mais sensivel que de medula éssea. Quanto ao imunoldgico o teste de escolha foi a
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), conforme CANELA et al. (2004) é a mais
utilizada na rotina para pesquisa de anticorpos antileishmania. SUNDAR et al. (2002)
enfatizaram que essa técnica por utilizar antigenos brutos de leishmania torna-se limitada

em temos de especificidade e reprodutibilidade.
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A incidéncia de LV em Sergipe foi mais elevada na Zona Urbana que na Rural. Essa
mudanga de Zona Rural para Urbana é um fato epidemiolégico que vem sendo analisado
pelos pesquisadores, a exemplo de COSTA et al. (1990) e MOREIRA et al. (2005), desde a
década de 70. Conforme, MELO (2004) a proximidade entre as habita¢des, a alta densidade
populacional e a grande susceptibilidade das pessoas a infecgdo contribuiram para a rapida
expansao da doenca no ambiente urbano. Afirma ainda a autora que pelo fato da
urbanizagdo ser um fendémeno relativamente novo, pouco ainda se conhece sobre a
epidemiologia da LV nos focos urbanos, visto que as relagbes entre os componentes da
cadeia de transmissdo no cenario urbano parecem ser bem mais complexas e variadas que
no rural.

Quanto ao grau de escolaridade dos portadores, se percebeu que a maioria
possuiam de 4 a 7 anos concluidos, ou seja, o ensino fundamental incompleto, denotando a
urgéncia de politicas educacionais no Estado de Sergipe e programas continuados voltados
para educacido em saude.

No que concerne aos portadores de LV quanto a raga/cor, prevaleceu a cor parda.
No Brasil a cor da pele € um pardmetro bastante controverso, visto que n&o existe
estabelecido um conceito determinando as diferengas de cor para cutis.

Em relagdo ao desfecho dos casos, a evolucéo para cura foi bastante acentuada no
periodo em estudo, mostrando a provavel procura por servicos de saude pelos supostos
portadores antes do agravamento da doenga, bem como a possivel precocidade no

diagnéstico e tratamento. Mas o numero de casos ignorados foi bastante preocupante.

5.7 — CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse estudo demonstraram o perfil epidemioldgico da
leishmaniose visceral em Sergipe, que segundo a Organizagdo Mundial de Saude pode
desencadear alta morbimortalidade.

Acredita-se que, levando em consideragao a importancia médica social e econémica
da leishmaniose visceral e também as falhas detectadas na alimentacdo do SINAN, a
criacdo de um sistema de registro e acompanhamento estadual, traria uma melhora no
atendimento e na qualidade dos servigos prestados a comunidade, reduzindo custos e
principalmente agilizando o diagndstico da doenca e tratamento precoce dos casos
humanos, bem como a diminuigdo dos riscos de transmissdo mediante controle da

populagéo de reservatorios e vetores.
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CONCLUSAO GERAL

O potencial biolégico proveniente do reino vegetal € uma fonte inesgotavel para
investigagao cientifica de novas drogas que possam vir a serem utilizadas no tratamento das
infeccdes e afecgcdes do homem, melhorando sua qualidade de vida.

A pesquisa por produtos oriundos de espécies vegetais tem intensificado por eles
possuirem grande diversidade molecular que é primordial para producdo de novos
farmacos.

Por outro lado, as parasitoses continuam sendo um problema de saude publica,
principalmente nos paises em desenvolvimento desencadeando alta morbimortalidade em
especial nas criangas.

A parasitose leismaniose visceral no estado de Sergipe é considerada como endémica
e atualmente estar preocupantes sendo necessarias novas estratégias urgentes que atuem
na prevencao, controle dos vetores e reservatorios.

Os oleos essenciais obtidos das plantas Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora,
Mentha arvensis e Mentha piperita sdo bastante pesquisados e ja possuem varias atividades
farmacoldgicas comprovadas cientificamente.

Na literatura consultada, entretanto, ndo foi encontrado estudos envolvendo a agao
desses 6leos essenciais contra formas evolutivas do género Leishmania.

Nessa pesquisa os 6leos essenciais obtidos das folhas frescas por arraste de vapor das
plantas citadas apresentaram in vitro atividade contra as formas promastigotas de
Leishmania (L.) chagasi. Eles eliminaram em 100% essas formas nas condicbes desse
estudo.

Quando comparando as concentragoes efetivas (ECso) dos 6leos essenciais, pode-se
concluir que o 6leo essencial de Cymbopogon citratus apresentou maior eficiéncia que os
outros trés oleos essenciais.

Pesquisas aliadas a etnofarmacologia, fitoquimica, atividade biolégica e biologia
molecular tém corroborado para a compreensao do mecanismo de acéo de principios ativos
obtidos de espécies vegetais, além de identificar os sitios receptores existentes nas células
do hospedeiro.

Essa perspectiva emprega-se, também, aos 6leos essenciais das espécies de plantas
objeto desse estudo, uma vez que o estudo aprofundado em formas intracelulares
amastigotas de Leishmania em hospedeiros vertebrados e a avaliagcdo da citotoxicidade,
bem como a sintese de seus componentes majoritarios podem contribuir ndo s6 para
valorizagado econdmica desses 6leos, mas principalmente na utilizagdo deles como agentes

terapéuticos contra as leishmanioses que ja apresentam cepas resistentes aos
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medicamentos encontrados no arsenal farmacéutico, sendo prioridade, portanto, pesquisas

de novas drogas seguras e eficazes para o tratamento dessas parasitoses.
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