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Compostos Organossulfurados: Atividade Leishmanicida e
Nematicida do Oleo Essencial das folhas de Mansoa alliacea
em Leishmania amazonensis e Caenorhabditis elegans

Organosulfur Compounds: Leishmanicidal and Nematicidal Activities
of Mansoa alliacea Leaf Essential Oil on Leishmania amazonensis and
Caenorhabditis elegans

Jonkacio Almeida de Melo,** Luciana Poty Manso dos Santos,® Raquel Martins de Almeida,’
Ricardo Toshio Fujiwara,” Sebastido Rodrigo Ferreira,© Leandro da Silva Nascimento,*¢ Francisco
das Chagas do Nascimento?®

Parasitic diseases represent a serious global problem and directly affect the health and quality of life of the
population. Mansoa alliacea is a bignoniaceae found mainly in the Brazilian forests, known as “cip6-de-
alho”, that means garlic vine, because of the strong odor of garlic. It is a plant used in folk medicine, with
reports of various biological activities (anti-inflammatory, antifungal, antimicrobial and antioxidant). The
present study aimed to characterize the essential oil of M. alliacea and unpublished evaluation of nematicidal
and leishmanicidal activities against Leishmania amazonensis and Caenorhabditis elegans. The essential
oil was obtained by hydrodistillation and its chemical composition was analyzed by GC-MS and quantified
by GC-FID. Leishmanicidal activity was performed on intracellular amastigotes of L .amazonensis
using canine macrophages DH82, activity was measured using Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA). The nematicidal activity was evaluated on larvae of the nematode C. elegans model by means
of the evaluation of motility. The oil cytotoxicity was evaluated by colorimetric tetrazolium salt (MTT)
assay in different concentrations. The drugs used as positive controls were tetravalent antimony in anti-
leishmania activity and ivermectin for anti-nematode activity. GC-MS analyses revealed the organosulfur
profile of the oil, with diallyl disulfide (36.6 %) and diallyl trisulfide (53.3 %) as majority fractions (90.2
%). The oil had excellent leishmanicidal activity, presenting an IC, of 9.4 ug /mL, value 5 times lower than
antimony (IIT) (IC, 53 pg/mL). The cytotoxic dose (CC,) of the oil was 90.7 pg/mL, whereas antimony
was CC, = 1.7 ug/mL. The selectivity index (reason between CC, /IC, ) of the oil was 10 and the antimony
(IT) was 0.03. The oil also showed nematicidal action against C. elegans larvae (IC, = 113 pg/mL) but
ivermectin control was more efficient (IC,, = 6 ug/mL). The unpublished results, presented here, reveal the
potential of M. alliacea against parasitic agents such as leishmaniasis and nematodes.
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1. Introduc¢ao

As doencas parasitdrias causadas por nematddeos e protozodrios representam um grave
problema mundial que impactam diretamente na satide e na economia dos paises. Tais doencas
estdo relacionadas a baixa condi¢do socioecondmica, saneamento basico inadequado, contato
préximo com vetores infecciosos, animais domésticos e rurais. Aproximadamente 39 milhdes
de DALY (Disability Adjusted Life Years - anos de vida perdidos ajustados por incapacidade)
sdo contabilizados por ano devido aos efeitos deletérios causados por essas parasitoses.'?

As doencas causadas por nematddeos, vermes cilindricos, continuam a ser uma problematica
considerdvel para criacdo de animais, na agricultura e na satide publica, aumentando os custos de
producio, diminuindo o suprimento de alimentos e causando déficits na satide do hospedeiro.?

As leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas por protozodrios parasitas de mais
de 20 espécies de Leishmania e apresentam trés formas clinicas, a cutanea, tegumentar ou
mucocutiinea e visceral ou calazar.'? Leishmania amazonensis é a espécie responsavel por
causar a forma mais grave de leishmaniose tegumentar. Apresenta potencial patogénico para o
homem, sendo responsével ndo sé pela forma mais simples da doenga, a leishmaniose cutinea
localizada (LCL), mas também por formas clinicas mais graves, de longa evolu¢do, com lesdes
cutineas e/ou mucosas bastante destrutivas de dificil manejo terapéutico como a leishmaniose
cutinea anérgia difusa (LCAD).'*3
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Desde meados do século passado o tratamento das
leishmanioses no Brasil € realizado com fdrmacos contendo
em sua composicdo antimoniais pentavalentes (Sb**),
entretanto, o uso desses medicamentos necessitam de
doses elevadas no tratamento, apresentando alta toxicidade
e muitos efeitos colaterais.”” Na dosagem recomendada
para o tratamento (20 mg Sb>*/kg/dia) o antimonial pode
atingir seu limiar de toxicidade, levando a alteracdes
cardiacas, hepaticas, pancredticas ou renais que indiquem
modifica¢do ou interrup¢io do tratamento.®Ja o controle
das nematodioses € realizado com as principais classes de
anti-helminticos disponiveis no mercado, como por exemplo
benzimidazois, imidazois e avermectinas, entretanto o
mecanismo de resisténcia ja € reconhecido, para todos estes
farmacos citados, nos parasitos de importincia veterindria.
Ainda que para os parasitos de importancia humana, existem
poucos relatos de resisténcia, hd que preocupar, pois o uso
de maneira pouco racional pode levar ao surgimento de
parasitos resistentes.*!> Dessa forma, a busca por novos
candidatos a firmacos, que sejam eficazes e com menos
toxicidade, € necessaria.

Os produtos naturais e seus derivados ja sio utilizados
por povos tradicionais hd milénios, como alternativa
aos medicamentos convencionais para o tratamento das
parasitoses. Os produtos naturais tém sido fonte para
producdo de novos medicamentos, evidenciada pela
presenca crescente no mercado de medicamentos com
estruturas ativas baseadas em compostos naturais e também
pelo aumento no niimero de patentes depositadas. '*-16

Mansoa alliacea é uma espécie da familia Bignoniaceae
encontrada principalmente nas florestas do Brasil,
popularmente conhecida como cipé-alho, devido ao forte
odor de alho exalado das suas folhas e galhos. Estudos
mostraram que extratos e 6leo essencial de M. alliacea
apresenta potencial para atividades bioldgicas. Estudo
com extrato das folhas de M. alliacea mostrou atividade
antiviral contra fitovirus Papaya fingspot virus."” Extrato
dos caules e raizes de M. alliacea foram usados para testar
a capacidade de inibir a biossintese de prostaglandina in
vitro, apresentando efeito anti-inflamatério.'® O potencial
antioxidante reativo total (TRAP) e total reatividade
antioxidante (TAR) dos extratos polares das folhas de M.
alliacea foram testados, apresentando acao antioxidante.'
Folhas de M. alliacea exibiu atividade antiftingica inibindo
completamente o crescimento de micélios dos fungos
Drechslera oryzae.® O 6leo essencial de M. alliacea mostrou
atividade larvicida em 24h com valores letais de LC, e LC,,
contra as larvas do mosquito Culex quinquefasciatus.”
A atividade antimicrobiana foi testada em extratos
metandlico, etandlico e cloroférmico, sendo ativos contra
Escherechia coli, Klebsiella pnuemoniae, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus marceius e Proteus
vulgaris.** Populagdes tradicionais da Amazoénia fazem o
uso das folhas e caules da planta em forma de um extrato
liquido para tratamento de leishmanioses tegumentar®
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e verminoses,** entretanto ndo hd estudos cientificos que
comprovem a acdo do 6leo essencial de M. alliacea frente
a esses patogenos.

O presente estudo mostra a indicagdo da composi¢ao
quimica e o relato inédito das atividades leishmanicida e
nematicida, do 6leo essencial das folhas de M. alliacea,
frente a Leishimania amazonensis e Caenorhabditis elegans.

2. Metodologia

2.1. Coleta e identificagdo do material vegetal

As folhas da planta M. alliacea foram coletadas em
setembro de 2016, no periodo chuvoso, no municipio de
Boa Vista, Roraima, Brasil (2 °47°47.6 "N 60 °40°58.3”W).
A exsicata da planta foi depositada no Herbério do Centro
de Biodiversidades da Universidade Federal de Roraima,
onde a identifica¢do taxondmica da espécie foi realizada e
registrada com o c6digo UFRR 8807. Numero de cadastro
do patriménio genético AC4A3BE.

2.2. Extracdo do dleo essencial

O 6leo essencial foi extraido a partir de 400 g de folhas
frescas de M. alliacea, lavadas e colocadas em baldo de
fundo redondo de 5 L juntamente com 2,5 L de dgua
destilada acoplado a um sistema de hidrodestilacio com
aparelho tipo Clevenger, conectado a uma manta aquecedora
220 v. Ap6s 4 horas de extracdo, a mistura heterogénea de
dgua e Oleo essencial contida no dosador do sistema foi
separada, retirando primeiramente o hidrolato, em seguida
a fracdo de 6leo essencial foi armazenado ao abrigo da luz
em sistema refrigerado. Para eliminacao total dos residuos
de 4gua, o recipiente com 6leo foi colocado a temperatura
de -4 °C. Os residuos de dgua congelados e a fase liquida
do 6leo essencial foi separado com uma pipeta de Pasteur
e armazenado em outro frasco ambar. Para retirar os rastros
de 6leo essencial do hidrolato, foi realizado uma extragdo
liquido-liquido com cloroférmio, a parte orgénica foi
evaporada sob pressao reduzida e o 6leo foi armazenado no
refrigerador com temperatura de -4 °C. Ap0s, as fracdes de
6leo essencial foram reunidas.

2.3. Andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS)

O 6leo essencial de M. alliacea (OEMA) foi
quantitativamente analisado usando um equipamento
GCMS-QP2010 ULTRA (Shimadzu), equipado com coluna
capilar de silica fundida Rxi-1MS (30 m x 0,25 mm,
espessura do filme de 0,25 um (Restek), fase ndo-polar. A
Temperatura coluna foi de 50 °C (5 min) aumentando 3 °C/
min, até atingir 240 °C. Injetor: 250 °C Split (1:50). Para a
deteccdo em GC-MS foi utilizado um sistema de ionizacio

91



Compostos Organossulfurados: Atividade Leishmanicida e Nematicida do Oleo Essencial das folhas de Mansoa

eletronica com impacto eletronico de 70 eV, temperatura
da interface de 250 °C. O hélio foi utilizado como gés de
arraste com um fluxo constante de 3,0 mL/min. Volume de
injecdo: 1,0 pL.

A identifica¢@o dos compostos foi baseada na comparacdo
dos espectros de massas, dos componentes, com espectros
de referéncia da biblioteca do banco de dados do National
Institute of Standards and Technology (NIST11), no
software de aquisi¢ao de dados GCMS Solution (Shimadzu).
Também identificou-se com base na comparacido de seus
indices de retencdo calculados através do método do indice
de Kovats,?? usando uma série homdloga de n-alcanos
C9 a C22, injetada nas mesmas condigdes cromatograficas
utilizadas para as amostras. Os valores obtidos foram
comparados com valores de indice Kovats na literatura®.

2.4. Andlise de cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama (CG-FID)

Para andlise em CG-FID foi utilizado o cromatégrafo a
gis HP 7820A (Agilent) realizados em coluna HP-5 30 m
x 0,32 mm x 0,25 um (Agilent). A temperatura da coluna
foi de 50 °C a 0 min. até 240 °C, numa variagdo de 3 °C/
min. Um detector de ionizacdo de chama foi utilizado para
andlise GC-FID a 250 °C, injetor: 250 °C Split (1:50). O
gds de arraste utilizado foi o H, com um fluxo constante
de 3 mL/min. O volume de injecdo foi de 1.0 uL. Software
de aquisicdo de dados: EZChrom Elite Compact (Agilent).
A amostra foi diluida 1 % em cloroférmio. Os dados
quantitativos foram obtidos eletronicamente de picos
integrados, assim os resultados foram expressos como a
porcentagem relativa de 4rea do pico.

2.5. Teste de farmacos sobre Leishmania amazonensis

A avaliacdo da acdo do dleo essencial estudado foi
realizada sobre as formas amastigotas de L. amazonensis.
A anélise seguiu in vitro utilizando macréfago canino
(DHS82). Para isso, essas células, cultivadas em meio
RPMI suplementado com 10 % soro bovino fetal e 1 [ %
de solucdo de antibidticos (5.000UI penicilina + 5 mg
estreptomicina/mL), foram adicionadas em placas de 96
pocos na concentragdo de 5x10° células/mL em 100 pL.
As placas foram mantidas em atmosfera de 5 % CO,a 37
°C por 24 h, para permitir a adesdo dessas c€lulas ao fundo
da placa. Ap6s esse periodo os macréfagos aderidos foram
infectados com formas amastigotas de L. amazonensis na
fase estaciondria na propor¢do 50 parasitos para cada célula
hospedeira. Ap6s 4h de incubacdo em estufa, a monocamada
de células foi lavada trés vezes com tampdo PBS gelado,
pararemover os parasitos extracelulares. Finalizada a etapa
de lavagem, as células foram submetidas ao tratamento com
OEMA, diluidos em RPMI em doses que variaram de 0,01
a 1000 pg/mL (0,1; 1; 10; 100; 1000 pg/mL) e incubadas
por 48 h em atmosfera de 5 % CO,a 37 °C.

912

Ao fim do periodo de tratamento as culturas foram
fixadas, adicionando a cada po¢o metanol gelado durante 15
min e secas com ar quente. Para desenvolvimento do teste
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), a cultura
foi lavada com 100 pL de solugdo de PBS contendo 5 %
de BSA (albumina do soro bovino, Sigma). E mantida com
essa mesma solucdo por 1 ha 37 °C, para bloquear a ligacio
inespecifica. Em seguida, a solu¢@o de bloqueio foi retirada
e adicionado soro de paciente infectado com Leishmania
sp. (dilui¢do 1:100) e novamente as placas foram incubadas
por 1 ha37°C. Apos esse periodo, as placas foram lavadas
quatro vezes com solugdo de lavagem (PBS + 0,05 %
tween-20, pH 7,4). Logo em seguida, foi adicionado a
cada poco 100 pL de IgG anti-humano conjugado com
horseradish peroxidase (HRP; diluicio 1:2000). As placas
foram incubadas durante 1 h a 37 °C e, em seguida foram
lavadas quatro vezes com solugdo de lavagem, antes de a
reacdo ser desenvolvida.

Para desenvolvimento da reacdo foi adicionado a cada
pogo 100 pL de solucdo reveladora (10 mL de tampdo
citrato, 10 mg de OPD, orto-fenilenodiamina e 2 mL H,O,
3M) a 37 °C. Apo6s 15 min, a reagdo foi parada pela adi¢do
de 30 pL de solugdo acido sulftrico (H,SO,) 2 mol/L. Por
fim, placas foram lidas em leitor de ELISA (Molecular
Devices, EUA) a 492 nm.

Esse ensaio foi realizado em quadruplicata bioldgica,
utilizando como controle negativo macréfagos infectados e
ndo tratados, e como controle positivo sal de antimdnio (I11)
nas mesmas concentracdes utilizadas para os compostos,
de 0,01 a 1000 pg/mL. A IC, foi calculada como se segue:
primeiro, a influéncia do fundo placa e da ligacdo de
anticorpos ndo especificos para amastigotas de Leishmania
foram corrigidos, subtraindo o (densidade 6ptica) OD,,, de
macréfagos infectados e incubados com soros negativos. Os
resultados in vitro de atividade foram expressos como indice
de inibicdo de crescimento em relacdo aos controles de
macréfagos infectados com amastigotas e nio-tratados,?*
conforme seguinte equagao:

INDEX = (OD,

pogos tratados/OD controles ndo tratados) x 100.

492nm 492nm

A IC, foi determinada como a concentra¢do do
composto capaz de reduzir o INDEX em 50 %, para isso,
utilizou-se o programa estatistico software GraphPad
Prism 5.0.

2.6. Avaliacao da citotoxicidade do OEMA

Para avaliar a citotoxicidade do OEMA foram utilizadas
as seguintes linhagens celulares: macréfagos de cdo DHS2,
célula renal basal de macaco verde africano (BGM),
hepatécito humano do tipo (HepG2) cultivados em RPMI
suplementado com 10 % soro bovino fetal e 1 % de solucdo de
antibiéticos (5.000UI penicilina + 5 mg estreptomicina/mL).
Essas células foram plaqueadas em um volume de 100 puL por
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poco, contendo um total de 5 x10* células para macrofagos e
1x10* para HepG2 e BGM, incubadas por24ha37°Ce 5 %de
CO, Ap6s esse periodo, 0o meio de cultivo RPMI foi retirado e
as células aderidas foram tratadas com 100 pL. dos compostos
em meio RPMI nas mesmas concentragdes utilizadas nos
ensaios com amastigota intracelular que varioude 0,01 a 1000
pg/mL (0,1; 1; 10; 100; 1000 pg/mL do OEMA) e incubadas
por 48 h em atmosfera de 5 % CO,a 37° C.

ApOs esse periodo de incubagdo, foram adicionados
em cada pogo 10 uL de MTT (5 mg/mL). As placas foram
novamente incubadas nas mesmas condi¢des por um periodo
de 4 h. Finalizado esse tempo, a solu¢cao de MTT foi aspirada
e os cristais de formazan solubilizados em 100 uL. de DMSO.
A densidade 6ptica (OD) foi mensurada a 570 nm em um
leitor de ELISA. %%

Os ensaios foram realizados em quadruplicata.
Como controle negativo foi utilizado DMSO a 0,1 %. A
absorbancia referente a influéncia do fundo da placa foi
corrigida. Os resultados foram expressos em percentual de
viabilidade conforme seguinte equagao:

9% Viabilidade = OD

570

pocos tratadas/OD_ pogos controle) x 100.

570

Os valores da viabilidade foram utilizados para calcular
valores de CC_ obtidos por andlise de regressdo nao linear
no programa estatistico software GraphPad Prism 5.0.

2.7. Avaliacdo nematicida - producao de Caenorhabditis
elegans

Devido sua proximidade filogenética e fisioldgica
aos nematdédeos parasitos, o nematoide de vida livre
Caenorhabditis elegans se torna um excelente modelo para
prospecgio de novos farmacos.*® 3!

Para a avaliac@o da ag¢@o nematicida do OEMA utilizou
larvas (L3) de C. elegans, que foram cultivadas em placas
de NGM 8P, seguindo a metodologia descrita por Machado
e colaboradores,’ Brenner * e Stiernagle®. Apés sete dias
de cultivo das placas em BOD a 20°C, as larvas foram
lavadas com meio M9 e passadas através de trés tamises
com aberturas de 40 pm, 30 um e 20 um. As larvas retidas
no tamis de 20 um foram recolhidas por retrolavagem desse.
As larvas obtidas foram lavadas 3x por centrifugagdo a 700
g por 4 minutos com meio M9.%

2.8. Ensaio nematicida contra Caenorhabditis elegans

As larvas de C. elegans foram ressuspendidas em meio
MO contendo aproximadamente 1000 larvas para cada 100
pL. Foram adicionados 100 pL de suspensao de larvas para
cada pogo em uma placa de 96 pogos. O dleo essencial
foi testado nas seguintes concentragdes 1000, 100, 10, 1,
0,1 ¢ 0,01 pg/mL. Como controle positivo, foi utilizado
ivermectina. Ambos realizados em quadriplicatas para
cada concentragdo. Para o grupo de controle negativo, foi
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utilizado o meio M9 com 0,05 % DMSO. As placas contendo
os farmacos e larvas foram acondicionadas em uma BOD
a 20°C. Apos 48 e 72 horas, 10 pL de solugdo, contendo
aproximadamente 100 larvas, foram retirados de cada pogo
para analise ¢ quantificagdo em microscopio Optico, no
aumento de 40X, do nimero de larvas paralisadas. As larvas
eram consideradas paralisadas quando apresentavam corpo
retilineo e sem nenhum movimento.

O percentual de redugdo da motilidade foi calculado
segundo a férmula abaixo:

Reducdo da motilidade = (n ° larvas moveis / n ° larvas moveis + n °larvas

paralisadas) x 100

Os dados de IC, de ivermectina e do OEMA, para C.
elegans, foram obtidos por meio de regressdo nao linear no
programa estatistico software GraphPad Prism 5.0.

3. Resultados e Discussoes

3.1. Composicdo quimica do 6leo essencial

O rendimento do 6leo essencial de M. alliacea, obtido por
hidrodestilagao, foi de 0,20 % (m/m). A andlise por GC-MSe
CG-FID do OEMA levou a quantificagdo e identificacdo de 8
componentes, representando 97,7 % do total de componentes
presentes na amostra de OEMA. A composi¢do quimica do
6leo essencial estudado € caracterizada pela presenca de
compostos organossulfurados. Dentre os compostos do
OEMA estdo os majoritarios, compondo 90,2 % do 6leo,
dialil trissulfeto (53,3 %), dialil dissulfeto (36,6 %) e os
minoritarios dialil tetrasulfeto (3,4 %), metil alil dissulfeto
(2,4 %), dimetil tetrasulfeto (0,6 %), dipropil dissulfeto
(0.5 %), metil alil trissulfeto (0,4 %) e dimetil trissulfeto
(0,2 %). Tais dados foram obtidos através da comparacdo
com o banco de dados da biblioteca espectral NIST11
(Material Suplementar).

A composi¢do quimica do 6leo, incluindo o indice de
retencdo e a porcentagem relativa a cada constituinte €
apresentado na Tabela 1.

As férmulas estruturais revelam presenca de compostos
aciclicos heterogéneos, tendo o enxofre como heterodtomo,
presentes em todas as estruturas, variando em quantidades
de2a4.

A caracteriza¢do quimica do OEMA coletado no
municipio de Boa Vista, no estado de Roraima, norte do
Brasil, indicou a presenga de compostos da classe dos
organossulfurados, destacando-se majoritariamente o dialil
dissulfeto (36.9 %) e dialil trissulfeto (53.3 %). Um estudo
das folhas de um espécime coletado no estado do Par4, no
Norte do Brasil, mostrou que a composicao de constituintes
mais abundantes no 6leo essencial era constituida por
dialil dissulfeto (31,4 %) e dialil trissulfeto (30,5 %), os
minoritarios metil alil trissulfeto (2,5 %) e dialil tetrassulfeto
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Figura 1. Cromatograma (GC-FID) do 6leo essencial das folhas de M. alliacea, destacando-se como substincias majoritdrias: 3: dialil dissulfeto; 7: dialil trissulfeto

Tabela 1. Caracterizagiio quimica dos compostos presentes no 6leo essencial de Mansoa alliacea

Pico Compostos® Concentracio ( %)" RT (min)* IKcalc! IKlite
1 metil alil dissulfeto 2,4 2,275 950 928
2 dimetil trissulfeto 0,2 3,077 972 971
3 dialil dissulfeto 36,9 7,024 1077 1075
4 dipropil dissulfeto 0,5 7,458 1089 1090
5 metil alil trissulfeto 0,4 8.859 1127 1126
6 dimetil tetrasulfeto 0,6 11,512 1197 1194
7 dialil trissulfeto 53,3 15,036 1292 1292
8 dialil tetrassulfeto 34 23,993 1531 1510

#]dentificagdo sugerida por CG-MS; P Resultados obtidos através do cromatograma de CG-FID; ¢ Tempo de retencdo; “indice de Kovats calculado usando
uma série de n-alcanos C9-C20 nas mesmas condi¢des que para as amostras?>?; ¢Indice de retencdo ou indice de Kovats literatura?’.

\/\s/s\/\ \/\S/S\s/\/
dialil dissulfeto dialil trissulfeto
\/\S/S\S/S\/\ \/\S/S\
dialil tetrassulfeto metil alil dissulfeto
\/\S/S\s/ \/\S/S\/\
metil alil trissulfeto dipropil dissulfeto

\S/S\S/S\

dimetil tetrasulfeto

Figura 2. Estruturas quimicas dos compostos organossulfurados encontrados no OEMA
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(1,2 %) também foram encontrados.?*** Em outro estudo,
ainda no estado do Para, o 6leo das folhas de M. alliacea
foi caracterizado pela presenca dos mesmos compostos
majoritarios dialil dissulfeto (34,0 %), dialil trissulfeto (58,2
%) e o minoritario dialil tetrassulfeto (3,3 %),* mostrando
valores proximos aos identificados neste presente estudo. Na
fndia, um estudo analisou o 6leo de folhas de M. alliacea e
também levou a identifica¢do de dialil dissulfeto (37,0 %)
e dialil trissulfeto (44,0 %), juntamente com 1-octen-3-ol
(5,0 %) e dialil tetrassulfeto (4,0 %).20-3¢

A similaridade na composi¢ao e quantidade dos constituintes
majoritirios das amostras citadas, de 6leo essencial de M.
alliacea, ¢ uma mistura comumente encontrada no género
Allium 336 Estudos anteriores mostraram que folhas de M.
alliacea contém aliina (sulféxido de S-alilcisteina), que sofre
degradagdo em contato com a dgua ou ar, produzindo estruturas
finais mais estaveis como dialil dissulfeto, dialil trissulfeto e
dialil tetrassulfeto,®® apresentando odores caracteristicos ao
do alho. Esses compostos organosulfurados presentes no 6leo
essencial do Allium sativum e Mansoa alliacea estao associados
a atividades bioativas como a anti-inflamatéria,'® antifugos,®
anticancer,*’ antioxidante *'** e antimicrobiana. 4'#

3.2. Atividade leishmanicida

A atividade bioldgica leishmanicida in vitro dos
compostos do OEMA foi avaliada sobre L. amazonensis,
determinando o efeito sobre a viabilidade das formas
amastigotas intracelulares, a fim de obter a concentracio
capaz de inibir o crescimento das culturas em 50 % (IC, ).
Nos testes foi possivel estabelecer uma relacdo dose-
dependente, em que a reducdo da prolifera¢do do parasito
foi proporcional ao aumento da concentra¢do da mistura de
compostos. Uma representagao da curva sigmoidal de dose-
resposta (log [substincia] versus porcentagem a inibi¢do
da proliferac@o das formas amastigotas intracelulares de L.
amazonensis) foi ilustrada para 0o OEMA e antimdnio (I1I)
(Figura 3). A avaliag@o das curvas permitiu a determinacao
dos valores de IC, .

Melo

O valor de IC, do dleo essencial testado foi de 9,4 pg/
mL, valor 5 vezes abaixo aos 53 ng/mL do controle positivo
sal de antimonio (III). Portanto, pode-se afirmar que o
OEMA apresentou eficacia na inibigdo da proliferagdo de
amastigota intracelular de L. amazonensis.

Diversas atividades bioldgicas sdo citadas na
etnofarmacologia e sdo bastante conhecidas nas cidades
da Guyana, Suriname, Amazo6nia do Brasil e Peru. Os povos
locais citam o uso medicinal das plantas, inclusive encontra-
se alguns exemplos de relatos do uso medicinal da M.
alliacea como anti-inflamatério,'® para o tratamento de dores
corporais, musculares e lesdes, como remédio natural para
resfriado e pneumonia'®, para o tratamento da gripe, tosse,
como analgésico,” controle da febre e antirreumatico.?

Acercada M. alliacea, apesar de ser citada por indigenas
na medicina tradicional para o tratamento de tlceras e
leishmanioses,” até o presente estudo, ndo existiam dados
cientificos comprovando de que as folhas, assim como o seu
6leo essencial, tivessem tal efeito leishmanicida, apresentando
aqui o primeiro relato. Em relag¢@o a substancia majoritéria,
dialil trissulfeto, encontrada no OEMA, em estudos
anteriores, quando testado de forma pura proveniente de
outras fontes, apresentou efeito de inibi¢do do crescimento
de células infectadas com Leishmania mexicana (IC, =
7 ng/mL) e Leishmania chagasi (IC,; = 6 pg/mL).* Uma
importante caracteristica do teste com OEMA empregado
no presente estudo, inédito para Leishmanioses, mais
especificamente L. amazonensis, € a realizacdo sobre as
formas amastigotas intracelulares cujas formas evolutivas
sfo responsaveis por causar a doenga nos mamiferos.’ Mesmo
sendo uma mistura de compostos de diferentes concentragdes,
0 OEMA apresentou menor valor de concentracgio inibitéria
de multiplicacdo para formas amastigotas, tendo maior
atividade sobre L. amazonensis com IC, =9,4 ug/mL contra
IC,, =53 pg/mL do controle positivo antimomio (I1I), assim,
0 6leo mostrou ser um potente inibidor, capaz de impedir a
multiplicagdo da mesma quantidade de formas amastigotas
da L. amazonensis em uma concentracdo quase seis vezes
menor que a do formaco de referéncia.

Figura 3. Curva de dose-resposta para o teste de atividade da inibi¢éo in vitro de OEMA?® e antiménio (III)” sobre as formas amastigotas de L. amazonensis
e seus respectivos valores de IC, . Realizados em quadruplicata
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Os valores de CC, (concentragdo capaz de inibir 50 %
do metabolismo celular) foram maiores para 0o OEMA em
relacdo ao antimonio (IIT) (Tabela 2), dando indicios que
a citotoxicidade frente as células DH82, BGM e HepG2 é
maior para antimonio (III), inibindo 50 % do metabolismo
celular com uma concentracdo menor ao do OEMA.

Na pesquisa de compostos ativos com potencial
terapéutico, o indice de seletividade (IS) € um importante
critério para determinar a auséncia de efeitos toxicos nas
células do hospedeiro®®?, sendo eficiente na seletividade
do parasita intracelular. Um farmaco, para ser considerado
seguro para sua aplicabilidade, deve possuir um indice de
seletividade, pelo menos, igual a 10.%4

Os resultados do indice de seletividade (IS) apresentados
na Tabela 2 mostram que 0 OEMA € 10 vezes menos t6xicos
para as células DH82, 4,1 vezes menos toxico para células
BGM e 18,3 vezes menos toxico para hepatdcitos humanos
HepG2 do que para as formas amastigotas do protozodrio
L. amazonesis. 1sso mostra que o OEMA € mais seletivo
para o protozodrio do que para a cé€lula hospedeira. Em
contrapartida, o farmaco de referéncia, antimonio (III),
apresentou baixos indices de seletividade, mostrando ser
muito téxico frente as linhagens celulares testadas.

3.3. Avaliacao do efeito do OEMA sobre a motilidade de
Caenorhabditis elegans

O OEMA, com composi¢do identificada de substincias
organossulfuradas, foi avaliado através do teste de motilidade

com C. elegans.’ Os resultados indicaram que a porcentagem
de mobilidade das larvas foi diretamente proporcional a
concentracdo do 6leo testado (Figura 4). O resultado da
concentragdo capaz de inibir 50 % (IC, ) da motilidade do
C. elegans, ap6s 72 horas, para OEMA, foi de 113 pg/mL,
enquanto a ivermectina, firmaco de referéncia no tratamento
das nematodiases, apresentou IC, = 6 pug/mL. Apesar dos
valores de OEMA interferir na motilidade das larvas de C.
elegans, a ivermectina apresentou valor de atividade mais
expressiva contra nematédeos em relagdo ao OEMA.

A andlise de regressdo ndo linear foi usada para calcular
o valor do IC, . O modelo foi considerado ter bom ajuste ao
conjunto de dados com 1 acima de 0,8 para regressdo nao linear.*’

Apesar do controle positivo, ivermectina (IC,, = 6 ng/
mL), apresentar atividade nematicida mais expressiva em
relagdo ao OEMA (IC,, = 113 pg/mL), este estudo relata
dados inéditos acerca da atividade nematicida de M. alliacea,
pois apesar de ser citada por povos indigenas do Suriname,
com ag¢do vermifuga,** até o presente estudo néio constava
na literatura evidéncias cientificas que comprovavam a agao
nematicida do 6leo essencial da planta M. alliacea.

Tal efeito comprovado remete aos compostos
organossulfurados presentes no OEMA. Por exemplo, a
acdo nematicida sobre as larvas de C. elegans pode ser
correlacionada com a literatura em testes contra os nematédeo
Bursaphelenchus xylophilus, Tylenchulus semipenetrans e
Aphelenchoides sacchari, ao qual foi utilizado compostos
dialil dissulfeto e dialil trissulfeto provenientes de Allium
sativum*® e majoritdrios na composi¢cdo do OEMA,

Tabela 2. Avaliacao do OEMA e antimonio (III) sobre multiplicagdo de amastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade sobre as linhagens celulares

Amastigota Macréfagos Célula renal basal de macaco verde Hepatdcitos
Composto IC,? caninos DH82 IS! africano BGM CC., * (ug/mL) Is? humanos (HepG2) IS?
(ngml)  CC,," (ug/mL) = CC,! (ng/mL)
OEMA 9,4 90,7 £ 0,1392 10 38,5 +£0,1741 4,1 172 £0,1164 18,3
Antimonio IIT 53 1,70 £ 0,0785 0,03 16,7+ 0,1725 0,32 1.00 = 0,06163 0,02

*IC, = Concentragdo capaz de inibir 50 % da multiplicagdo das amastigotas de L. amazonensis.

<4 CC,= Concentragdo capaz de inibir 50 % do metabolismo celular.
1S'23 = [ndice de seletividade (cc,/1c

50)”

sobre as linhagens celulares de macréfago DH82!', BGM? e HepG2?

Figura 4. Curva de dose-resposta para o teste de atividade in vitro de OEMA® e ivermectina® sobre as larvas de C. elegans e seus respectivos valores de
IC50. Realizados em quadruplicata
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corroborando com os resultados de a¢do nematicida aqui
apresentados. Nath e colaboradores™ relataram que o 6leo
de Allium sativum era mais toxico do que o dissulfeto de
dialila sintético para testes nematicidas frente a Tylenchulus
semipenetrans e Aphelenchoides sacchari, sugerindo uma
investigacao acerca de outros compostos sulfurados presentes
no dleo essencial de sua andlise.

4. Consideracdes Finais

As plantas sdo importantes fontes na busca por novos
compostos bioativos e agentes seletivos para o tratamento de
doencas parasitdrias. O 6leo essencial analisado apresentou
perfil quimico organossulfurado com série homdloga de
enxoftre para os trés compostos de maior concentracio %(m/m).
A mistura desses compostos, no OEMA, apresentou boa
capacidade de inibir o crescimento das formas amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, tendo baixa citotoxicidade
boa seletividade celular, assim, o 6leo essencial € mais toxico
para o protozodrio do que para célula hospedeira. Na avaliacio
nematicida, mesmo com IC,  menos expressivo em relagdo ao
controle positivo testado, 0 OEMA foi capaz de interferir na
motilidade das larvas do nematddeo C. elegans.

O presente estudo, inédito, traz o primeiro relato
cientifico da atividade leishmanicida e nematicida do 6leo
essencial de M. alliacea. Os resultados revelaram que a
espécie estudada € uma fonte promissora para a descoberta
de novos compostos bioativos contra agentes parasitarios.
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