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RESUMO

Introducéo: as doengas negligenciadas persistem por conta de falhas da ciéncia e
acometem principalmente paises em desenvolvimento, como exemplos podemos citar
a doencga de Chagas e a leishmaniose.

Objetivo: avaliar o potencial antiparasitario in vitro de um terpendide componente de
oleo essencial, o cariofileno e o eugenol, contra as formas epimastigota e
promastigota de T. cruzi e L. brasiliensis, respectivamente, bem como verificar sua
citotoxicidade em células de mamiferos.

Métodos: para os estudos in vitro de T. cruzi, foi usado o clone B5-CL, estavelmente
transfectadas com o gene de Escherichia coli B-galactosidase (lacZ). Os ensaios de
inibicdo de promastigotas foram realizadas utilizando a estirpe de L. braziliensis,
cultivadas a 22 °C em meio de Schneider de Drosophila suplementado com FBS a

20 %. Para os testes de atividade antiepimastigota, antipromastigota foram utilizados
placas de 96 pocos com culturas que ndo tinham atingido a fase estacionaria. Os
ensaios de citotoxicidade utilizado estirpe de fibroblastos NCTC929 cultivadas em Meio
Essencial Minimo (Sigma). A viabilidade dessas linhagens através da utilizagdo de
resazurina como um método colorimétrico.
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Resultados: as substancias cariofileno e eugenol foram testadas quanto a atividade
antiepimastigota, antipromastigota e quanto a citotoxidade. Foi visto um efeito
clinicamente relevante do cariofileno contra os parasitas T. cruzi e L. brasiliensi.
Conclusdes: os resultados mostram que o cariofileno obteve um melhor resultado
quando comparado ao eugenol, sendo capaz de inibir o crescimento dos parasitas
testados mostrando uma alternativa contra T. cruzi e L. brasiliensi. Em relagdo a
citotoxidade novos testes deverao ser realizados para futuros testes in vivo.

Palavras chaves: atividade antiepimastigota, atividade antipromastigota, cariofileno,
eugenol.

RESUMEN

Introduccién: las enfermedades desatendidas persisten debido a los fracasos de la
ciencia y afectan principalmente a los paises en desarrollo, como ejemplos se pueden
citar la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis.

Objetivo: evaluar el potencial de un componente in vitro terpenoide antiparasitario
aceite esencial, el cariofileno y eugenol contra epimastigotes y promastigotes de
Trypanosoma cruzi y Leishmania brasiliensis, respectivamente, asi como comprobar
su citotoxicidad en células de mamifero.

Métodos: para los estudios in vitro de Trypanosoma cruzi, se utilizé el clon B5-CL,
transfectadas establemente con el gen de la B galactosidasa de Escherichia coli-
(lacZ). Los ensayos de inhibicidn se realizaron con la cepa promastigotes de
Leishmania braziliensis, se cultivo a 22 °C en medio de Schneider de Drosophila
suplementado con FBS 20 %. Para la actividad de las pruebas antiepimastigota y
antipromastigota, se utilizaron placas de 96 pocillos con cultivos que no habian
alcanzado la fase estacionaria. En los ensayos de citotoxicidad se utiliz6 NCTC929,
cepa de fibroblastos cultivados en medio esencial minimo (Sigma). La viabilidad de
estas cepas se evaludé mediante el uso de la resazurina como un método
colorimétrico.

Resultados: las sustancias cariofileno y eugenol se ensayaron para determinar la
actividad antiepimastigota y antipromastigota, respecto a citotoxicidad. Se observé un
efecto clinicamente relevante de cariofileno contra los parasitos Trypanosoma cruzi y
Leishmania brasiliensis.

Conclusiones: los resultados muestran que con el cariofileno se ha obtenido un
mejor resultado en comparacion con eugenol, siendo capaz de inhibir el crecimiento
de parasitos que presentan una alternativa probada contra Trypanosoma cruzi y
Leishmania brasiliensis. En cuanto a las pruebas de citotoxicidad, nuevos estudios
deben llevarse a cabo para realizar mas pruebas in vivo.

Palabras clave: actividad antiepimastigota, actividad antipromastigota, cariofileno,
eugenol.

ABSTRACT

Introduction: neglected diseases continue to exist due to failures in science. They
mainly affect developing countries. Two examples of neglected diseases are Chagas'
disease and leishmaniasis.

Objective: evaluate the potential of an in vitro antiparasitic terpenoid essential oil
component, caryophyllene and eugenol, against epimastigotes and promastigotes of
Trypanosoma cruzi and Leishmania brasiliensis, respectively, and verify their
cytotoxicity in mammal cells.
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Methods: for in vitro studies of Trypanosoma cruzi, the B5-CL clone was used, stably
transfected with the beta-galactosidase gene of Escherichia coli-(lacZ). Inhibition
assays were performed on the promastigote strain of Leishmania braziliensis, cultured
at 22°C in a Schneider's medium of Drosophila supplemented with 20% FBS. For anti-
epimastigote and anti-promastigote activity tests, 96-well plates were used with
cultures which had not reached their stationary stage. NCTC929 was used in
cytotoxicity tests, a strain of fibroblasts cultured in minimum essential medium
(Sigma). The viability of these strains was evaluated using resazurine as colorimetric
method.

Results: the substances caryophyllene and eugenol were assayed to determine their
anti-epimastigote and anti-promastigote activity with respect to cytotoxicity. it was
found that caryophyllene has a clinically relevant effect against the parasites
Trypanosoma cruzi and Leishmania brasiliensis.

Conclusions: results show that caryophyllene was more effective than eugenol,
inhibiting the growth of parasites and thus constituting a proven alternative against
Trypanosoma cruzi and Leishmania brasiliensis. As to cytotoxicity testing, new studies
should be conducted in which more in vivo tests are performed.

Key words: anti-epimastigote activity, anti-promastigote activity, caryophyllene,
eugenol.

INTRODUCAO

Doencas negligenciadas sao aquelas que acometem prevalentemente, paises em
desenvolvimento. Persistem por conta de falhas da ciéncia (conhecimentos
insuficientes), de mercado (medicamentos ou vacinas existem, mas a um custo
proibitivo) e de salde publica (medicamentos baratos ou mesmo gratuitos que ndo
sdo utilizados devido a planejamento deficiente).! Como exemplos de doencas
negligenciadas, podemos citar a doenca de Chagas e a leishmaniose.?

A leishmaniose é uma doenca que ameaca homens, mulheres e criangas em varios
paises ao redor do mundo e que afeta aproximadamente 12 milhdes de pessoas. A
doenca pode ter uma grande variedade de sintomas clinicos e se apresentar na forma
cutanea, mucocutanea ou visceral. A Leishmaniose cutanea € a forma mais comum e
a forma visceral é mais grave, em que os érgdos vitais do corpo sdo afetados.® E
causada por parasitas heteroxénicos do género Leishmania que se apresentam sob
duas formas morfoldgicas durante o seu ciclo de vida: promastigota e amastigota.*

A tripanossomiase americana é conhecida como doenga de Chagas, sendo causada
pelo parasita protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e transmitida aos seres
humanos principalmente pelas fezes de Triatomineos. E endémica em 21 paises nas
Américas, essa zoonose que afeta todo o mundo por que a migragao de pessoas
infectadas pode leva-lo para paises ndo endémicos da América e do Mundo. Estima-se
que 10 milhdes de pessoas estao infectadas com o Trypanosoma cruzi (parasita que
causa a doenca de Chagas), principalmente na América Latina.® T. cruzi possui um
complexo ciclo bioldgico, envolvendo um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado
e apresentando trés formas distintas: (1) epimastigota, forma presente no vetor e em
cultura axénica; (2) tripomastigota, forma sanguinea circulante e infectante; e (3)
amastigota, forma de replicacdo intracelular.®
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A histéria da terapéutica experimental destas doencas tem sido marcada por
fracassos e sucessos. No caso da doenca de Chagas, duas drogas tem tido merecido
destaque, o nifurtimox e o benzonidazol, entretanto estes farmacos ainda tem a agao
afetada diretamente por algumas condigdes, como a duracao do tratamento, a idade e
a distribuicido geografica dos pacientes, entre outros.” Ja para as leishmanioses
cutanea e visceral, apesar de sua alta toxicidade, os antimoniais pentavalentes tém
sido utilizados como drogas de primeira escolha para tratamento. A anfotericina B
lipossomal, pentamidina, paramomicina e miltefosine sdo drogas de interesse por
representarem novas alternativas terapéuticas, porém apresentam grandes
problemas como efeitos colaterais, preco do produto e produgdo da formulaggo.®

Atualmente as drogas utilizadas para parasitos como T. cruzi e L. braziliensis
apresenta uma alta toxicidade porque metabdlitos produzidos comprometem tecidos
do hospedeiro devido a sua alta reatividade.’

Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial antiparasitario in vitro de um
terpendide componente de 6leo essencial, o cariofileno e o eugenol, contra as formas
epimastigota e promastigota de T. cruzi e L. brasiliensis, respectivamente, bem como
verificar sua citotoxicidade em células de mamiferos.

METODOS

Para os estudos in vitro de T. cruzi, foi usado o clone B5-CL.° Os parasitas foram
estavelmente transfectadas com o gene de Escherichia coli B3-galactosidase (lacZz),
foram gentilmente cedidas pelo Dr. F. Buckner através Instituto Comemorativo
Gorgas (Panama). Epimastigotas foram cultivados a 28 °C no figado infusao triptose
caldo (Difco, Detroit, MI) com 10 % de soro fetal bovino (FBS) (Gibco, Carlsbad, CA),
penicilina (Ern, SA, Barcelona, Espanha) e estreptomicina (Reig Jofré SA, Barcelona,
Espanha), tal como descrito previously,'® e colhidas durante a fase de crescimento
exponencial.

Cultura de Leishmania foi obtida a partir do Instituto de Investigaciones en Ciencias
de la Salud, Assuncdo, Paraguai - IICS. A manutencao da pressao, a forma de cultura
e isolamento de forma promastigota seguidos os procedimentos descritos por Roldés
et al.’° Os ensaios de inibicdo de promastigotas foram realizadas utilizando a estirpe
de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), cultivadas a 22 °C em meio de Schneider de
Drosophila suplementado com FBS a 20 %.

Os ensaios de citotoxicidade utilizado estirpe de fibroblastos NCTC929 cultivadas em
Meio Essencial Minimo (Sigma). O meio de cultura foi suplementado com FBS
inativado pelo calor (10 %), penicilina G (100U/mL) e estreptomicina (100 mg). As
culturas foram mantidas a 37 °C em atmosfera himida com 5 % de CO,. A
viabilidade dessas linhagens foi avaliada de acordo com Roldés et al.,'° através da
utilizagcdo de resazurina como um método colorimétrico.

Resazurina sal de sddio foi obtido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), e armazenadas a
4 °C protegidos da luz. Uma solucao de resazurina foi preparada em tampao de
fosfato a 1 %, pH 7, e esterilizado por filtragcdao antes da utilizacdo. Clorofenol
vermelho-B-D-galactopiranosido (CPRG; Roche, Indianapolis, IN) foi dissolvida em
0,9 % de Triton X-100 (pH 7,4). Também foram utilizados penicilina G (Ern, SA,
Barcelona, Espanha), estreptomicina (Reig Jofré SA, Barcelona, Espanha),
dimetilsulfoxido, cariofileno e eugenol foram obtidos junto a Sigma-Aldrich (S. Louis,
USA).
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Os testes foram realizados em microplacas de 96 pocos com culturas que nao tinham
atingido a fase estacionaria.!! Resumidamente, epimastigotas foram semeadas a

1 x 105 135 mL™* em 200 pL de meio de caldo de triptose de figado. As placas foram
entdo incubadas com as drogas (0.1-50 ig/mL) a 28 °C durante 72 h, altura em que
50 pL de solugao CPRG foi adicionado para dar uma concentracao final de 200 um. As
placas foram incubadas a 37 °C durante um adicional de 6 h e, em seguida, foram
lidos a 595 nm. Cada experiéncia foi realizada duas vezes e de forma independente,
cada concentragdo foi testada em triplicata em cada experiéncia. A eficacia de cada
composto foi calculada através do calculo da percentual antiepimastigota (% AE).

O ensaio foi efetuado utilizando uma modificagdo de um método anterior. As culturas
de promastigotas de L. brasiliensis foram cultivadas a uma concentracao de 106
células/mL e, em seguida, transferido para o teste. Os compostos foram dissolvidos
em DMSO para as concentracoes a serem testadas e foram transferidos para
microplacas. Cada teste foi realizado em triplicata. A atividade dos compostos foi
avaliada apds 72 h por contagem direta de células apds diluicbes em série e em
comparagao com um controlo ndo tratado.

NCTC929 fibroblastos foram plaqueadas em microplacas de 96 pogos a uma
concentracdo final de 3 x 104 células/pogo. As células foram cultivadas a 37 °C numa
atmosfera de CO; a 5 %. Depois disso, o meio de cultura foi removido e os
compostos foram adicionados a 200 uL, e realizada uma nova cultura de 24 h. Apés
esta incubacdo, 20 pL de uma solucdo 2 mM de resazurina foi adicionado a cada poco.
As placas foram incubadas durante 3 h e a redugao da resazurina foi medida
utilizando absorbancia nos comprimentos de onda duplo, de 490 e 595 nm. O valor do
controlo (em branco) foi subtraida. Cada concentracado foi testada em triplicado.

RESULTADOS

O cariofileno demonstrou maior percentual de inibicdo ao parasita L. brasiliensis,
sendo capaz de eliminar 100 % da amostra nas concentracdes de 100 e 50 pg/mL.
Quanto ao T. cruzi, o cariofileno inibiu 67 % da amostra na concentracdo de 100
pMg/mL. O cariofileno ndo demonstrou citotoxidade na concentracdo de 12,5 ug/mL
(tabela).

O eugenol na concentracdo de 100 pg/mL demonstrou um percentual de inibicao de
17,34 % e 40 % para as amostras de T. cruzi e L. brasiliensi, respectivamente. A
substancia ndo apresentou citotoxidade na concentracdao de 50 pg/mL.

DISCUSSAO

As substancias cariofileno e eugenol foram testadas quanto a atividade
antiepimastigota, antipromastigota e quanto a citotoxidade.

Trabalhos anteriores mostram que o cariofileno apresentou as seguintes
propriedades: antiedémico e antinflamatdria, fagorrepelente, antitumoral, bactericida,
insetifugo e espasmolitico. Algumas destas atividades foram conferidas ao seu éxido-
derivado.'?

Alguns estudos mostraram que eugenol apresentam atividade nematicida, inseticida,
antiviral, bactericida e fungicida. Os efeitos bactericida e fungicida do eugenol talvez
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expliquem porque a pulverizacao de sementes de cravo com fungicidas ndo melhora a
germinac3o.*3

A substancia cariofileno apresentou uma melhor atividade contra as duas linhagens de
parasitas quando comparado com o a substancia eugenol. Na avaliagdo da atividade
antiparasitaria, cariofileno apresentou 67% e 100% de inibicdo em T. cruzi e L.
braziliensis em 100 pg/mL, respectivamente, dado importante visto que uma inibicdao
neste nivel com uma concentragéo de 100 pug/mL é considerado clinicamente
relevante.'*

Os resultados desse trabalho mostram que o cariofileno obteve um melhor resultado
guando comparado ao eugenol, sendo capaz de inibir, numa concentracdo menor, o
crescimento dos parasitas testados mostrando uma alternativa contra T. cruzi e L.
brasiliensi. Em relacao a citotoxidade novos testes deverdo ser realizados para futuros
testes in vivo.
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