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RESUMO

Introducéo: as Leishmanioses correspondem a um complexo de doengas tropicais
causada por mais de vinte diferentes espécies de protozoarios intracelulares
pertencentes ao género Leishmania. A Doenca de Chagas é uma doenca que
representa um dos principais problemas de saude publica em varios paises, afetando
sobretudo a populagdo carente e rural. Melissa officinalis L., € uma erva perene, uma
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planta exética, cuja familia é Lamiaceae, que tem sido amplamente utilizada na
medicina popular com finalidades terapéuticas. O seu 6leo essencial tem sido usado
como antioxidante, antimicotica, antifungica, sedativa e antivirotica.

Objetivo: avaliar a citotoxicidade, composicao quimica e atividade antiparasitaria do
6leo essencial da espécie M. officinalis.

Métodos: M. officcinalis foi coletada no municipio do Crato, CE, Brasil, e foi
depositada no herbario da Universidade Regional do Cariri URCA. A analise da
composicao quimica do éleo essencial de M. officcinalis, foi realizada através de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas. No estudo da atividade
leishmanicida in vitro, utilizou-se formas promastigotas de L. braziliensis e
epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Para a atividade citotdxica utilizou-se a
linhagem de fibroblastos de mamifero NCTC clone 929.

Resultados: a través da analise do d6leo essencial de M. officcinalis feita por CG/EM,
foi possivel identificar 12 constituintes que totalizavam 99,83 %, dentre os quais
alguns foram majoritarios: Geranial, Z Citral, 1- Limonene e Carvone. Foi verificado
baixa toxicidade contra os fibroblastos. M. officcinalis exibiu maior capacidade para
impedir a replicagdo contra a forma promastigota do protozoario, nas concentragoes
testadas.

Conclusédo: a espécie pode ser uma fonte importante na busca de agentes novos e
seletivos para o tratamento de doencas tropicais causadas por protozoarios, cujas
propriedades necessitam ser investigadas quanto aso seus mecanismos.

Palavras-chave: Melissa officcinalis L; Leishmania; atividade antiparasitaria;
fitoterapico; doencgas tropicais; Lamiaceae.

RESUMEN

Introduccién: Leishmaniasis corresponde a un complejo de enfermedades tropicales
causadas por mas de veinte especies diferentes de protozoos intracelulares que
pertenece al género Leishmania. La enfermedad de Chagas es una enfermedad que es
uno de los principales problemas de salud publica en muchos paises, que afectan
especialmente a la poblacion pobre y rural. Melissa officinalis L., es una hierba
perenne, una planta exdtica, cuya familia Lamiaceae, ha sido ampliamente utilizado
en la medicina popular para fines terapéuticos. Su aceite esencial se ha usado como
un antioxidante, antimicético, antifingica, antiviral y sedante.

Objetivo: evaluar la citotoxicidad, la composicion quimica y la actividad
antiparasitaria del aceite esencial de la especie M. officinalis.

Métodos: M. officinalis se recogidé en el municipio de Crato, CE, Brasil, y fue
depositado en el herbario de la Universidad Regional del Cariri URCA. El analisis de la
composicion quimica del aceite esencial de M. officcinalis se realizé por espectrometria
de masa de cromatografia de gas. En el estudio de la actividad invitro leishmanicida
se utilizé promastigotes L. braziliensis y Trypanosoma cruzi. Para la actividad
citotoxica se utilizd la cepa de fibroblastos de mamifero NCTC clon 929.

Resultados: a través de analisis de aceite esencial de M. officinalis hizo por GC/ EM
se identifico un total de 12 constituyentes 99,83 %, entre los cuales algunos eran
mayoria: geranial, Z citral, limoneno y carvona 1. Se comprobé una baja toxicidad
contra fibroblastos. M. officcinalis exhibié mayor capacidad para evitar la replicacion
contra la forma promastigote de parasito, a las concentraciones ensayadas.
Conclusion: la especie puede ser una fuente importante en la basqueda de nuevos
agentes y selectivos para el tratamiento de enfermedades tropicales causadas por
protozoos, cuyas propiedades deben ser investigados con respecto a sus mecanismos.

Palabras clave: Melissa officcinalis L; Leishmania; actividad antiparasitaria;
enfermedades tropicales; Lamiaceae.
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ABSTRACT

Introduction: Leishmaniasis is a complex of tropical diseases caused by more than
twenty different species of intracellular protozoa from the genus Leishmania. Chagas
disease is one of the main public health problems in many countries. It mostly affects
the poor, rural population. Melissa officinalis L. is a perennial herb, an exotic plant
from the family Lamiaceae which has been widely used in folk medicine for
therapeutic purposes. Its essential oil has been used as antioxidant, antifungal,
antiviral and sedative.

Objective: Evaluate the cytotoxicity, chemical composition and antiparasitic activity
of essential oil of the species M. officinalis.

Methods: M. officinalis specimens were collected from the municipality of Crato, CE,
Brazil, and deposited in the herbarium at the Regional University of Cariri (URCA).
Analysis of the chemical composition of essential oil of M. officinalis was performed by
gas chromatography / mass spectrometry. L. braziliensis and Trypanosoma cruzi
promastigotes were used for the study of in vitro leishmanicidal activity. Mammalian
fibroblast strain NCTC clone 929 was used to evaluate cytotoxic activity.

Results: Analysis of essential oil from M. officinalis by GC / MS led to identification of
a total 12 constituents 99.83%, among which some were a majority: geranial, Z
citral, limonene and 1-carvone. Toxicity against fibroblasts was found to be low. M.
officinalis displayed greater capacity to avoid replication against the promastigote
form of the parasite at the concentrations assayed.

Conclusion: The species may be an important source of new agents and selective
media for the treatment of tropical diseases caused by protozoa, whose properties
should be studied with respect to their mechanisms.

Keywords: Melissa officinalis L; Leishmania; antiparasitic activity; tropical diseases;
Lamiaceae.

INTRODUCAO

A busca incessante por novos medicamentos a base de plantas tem se tornado
relevante nos ultimos tempos. O interesse em compostos naturais tem crescido
expressivamente.!

Os protozoarios do género Trypanosoma e Leishmania pertencem a familia
Trypanosomatidae, inserida na ordem Kinetoplastidae,?3 caracterizada por reunir
protozodrios parasitas e flagelados, apresentando uma Unica mitocéndria.*

As Leishmanioses correspondem a um complexo de doencas tropicais, causadas por
mais de vinte diferentes espécies de protozoarios intracelulares pertencentes ao
género Leishmania (Kinetoplastidae, Trypanosomatidae). Encontram-se entre seis
endemias consideradas prioritarias no mundo.56 E considerada uma doenca endémica
em 98 paises, afetando principalmente paises subdesenvolvidos, cujos sintomas
clinicos, podem ser, na forma cutanea, mucocutania e visceral, exibindo duas formas
evolutivas principais: promastigota e amastigota.”® Sua transmissao se da por insetos
dipteros do géneroLutzomyia (novo mundo) e Phlebotomus (velho mundo).® Os
medicamentos atuais no tratamento de leishmaniose incluem pentavalentes,
anfotericina B, pentamidina, e antimoniato de meglumina.?!
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A Doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma doenga causada pelo
Trypanosoma cruzi, transmitido principalmente por via vetorial, ocasionada pela
picada de insetos hematofagos do género Triatoma, (Reduviidae).'? Tem infectado
cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas no mundo, mesmo confinada as Américas, tem se
espalhado em outros continentes.!® Apesar deste contexto é considerada uma doenca
negligenciada. O Benzonidazol e nifurtimox sdo os principais compostos usados como
antiparasitarios para a tripanossomiase americana, contudo estes farmacos nao sao
tao eficazes, além disso tém efeitos secundarios graves, incluindo a toxicidade renal e
cardiaca.'%1>

Devido a dificuldade de descobrir medicamentos eficazes na terapia e seguros para os
seres humanos, os produtos naturais tém sido investigados. Muitas espécies vegetais
tém sido investigadas por apresentar atividades leishmanicida e tripanocida.6:1”

M. officinalis € uma planta exdtica, conhecida como erva-cidreira verdadeira, pertence
a familia Lamiaceae, a qual, detém uma posigdo privilegiada entre a diversidade
imensa existente de plantas aromaticas cultivadas mundialmente, de origem asiatica
e europeia e foi introduzida no Brasil ha mais de um século, sendo atualmente
cultivada em todo o pais. Esta espécie é utilizada popularmente para controlar crises
nervosas, taquicardia, melancolia, histerismo, problemas de agitacdo nervosa,
insbnia, queixas gastrointestinais e ansiedade. Além disso, atualmente estd ganhando
atencao no tratamento de disturbios cognitivos em idosos, tais como a doenca de
Alzheimer. 1819

Neste contexto, a identificacdo de novos agentes terapéuticos seguros e mais
eficientes, com agdo antiparasitaria é desejavel, de modo que as plantas consideradas
constituem alternativas viaveis. Objetivou-se com este estudo, avaliar a
citotoxicidade, composicdo quimica e atividade antiparasitaria do 6leo essencial da
espécie Melissa officinalis L.

METODOS
Material vegetal

M. officcinalis foi coletada no municipio do Crato, estado do Cear3, e foi depositada no
Herbério Carirense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri
URCA sob o voucher de nimero #3106.

Analise da Composicdo Quimica do 6leo essencial

A anadlise das composicao quimica do d6leo essencial da M. officinalis, foi realizada
através de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM),
utilizando um equipamento Shimidzu, Série QP2010. A coluna capilar usada foi do
tipo Rtx-5MS, medindo 30 mm de comprimento por 0,25 mm de diametro e 0,25 mm
de espessura do filme. O gas hélio foi usado como carreador a uma velocidade de

1,5 mL/min. A temperatura do injetor foi de 250 °C, e no detector, foi de 290 °C. A
temperatura da coluna variou inicialmente de 60 a 180° aumentando 5 °C/min, em
seguida variou de 180 a 280 °C aumentando 10 °C/min.
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O dleo essencial foi diluido na proporcdo de 1:200 em cloroférmio sendo 1 L
injetado. O espectrofotémetro de massas foi ajustado para uma energia de ionizacao
de 70eV. A identificacdo dos componentes individuais foi baseada na sua
fragmentagdo de espectro e massa de acordo com a sua biblioteca espectral NIST
Mass 08, indices de retencdo e comparagdo com dados publicados.20:21:22

Linhagens celulares utilizadas

No estudo da atividade leishmanicida in vitro, utilizou-se formas promastigotas de L.
braziliensis e epimastigotas de Trypanosoma cruzi (MHOM/CO/88/UA301) a 26 °C em
meio Schneider's (para inseto) suplementado a 10 % (v/v) de soro fetal bovino
inativado pelo calor, 2 % de urina humana normal (v/v) mais penicilina e
estreptomicina.

Ensaio de citotoxicidade contra fibroblastos

A medicdo de viabilidade celular foi avaliada com resarzurina seguindo o método
colorimétrico descrito por Roldn.?3 Fibroblastos NCTC 929 foram semeados (5 x 104
células/poco) em placas de microdiluicdo de fundo chato de 96 pocos com 100 pL de
meio RPMI 1640. Posteriormente deixou-se que as células aderissem as placas por
24 h a 37 °C e atmosfera de 5 % de CO2. O meio foi substituido por diferentes
concentracdes das drogas em 200 pL do meio e incubados por mais 24 h. Controles
de crescimento foram incluidos. Logo apds, um volume de 20 pL da solugdo 2 mM de
resazurina foi adicionado e as placas devolvidas a incubadora por mais 3 h para
avaliar a viabilidade celular. A reducdo da resazurina foi determinada por mrdida de
absorbancia do comprimento de onda a 490 nm e 595 nm. Cada uma das
concentracoes foi testada trés vezes. Durante a realizacdao dos testes, Meio e drogas
controle foram 32 usados em cada teste como branco. A citotoxicidade de cada
composto foi estimada através do calculo do percentual de citotoxicidade (C%).

A atividade tripanocida e a citotoxicidade foram testadas em paralelo, enquanto que a
atividade leishmanicida foi testada nas concentragdes em que ndo foram tdxicas as
células fibroblasticas. Foi adicionado éleo essencial nas concentragées de 500, 250,
125, 62,5, 31,5 e 15,62 pg/mL.

Ensaio para formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi

Os ensaios de rastreamento foram realizados em placas de microdiluicdo de 96 pogos,
com culturas que ndo atingiram a fase estacionaria, como descrita por Veja e
colaboradores (2005). As formas epimastigotas foram semeadas a 1 x 105 por
mililitro em 200 pL, as placas foram incubadas com os extratos a 28 °C por 72 h.
Posteriormente foram adicionados 50 UL de solucao CPRG, para dar a concentracao
final de 200 uM, as placas foram incubadas a 37 °C por mais 6 h adicionais e lidas a
595 nm em espectrofotometro. Foi utilizada como droga de referéncia o Nifurtimox.
Todas as concentracdes foram testadas em triplicata. Cada experimento foi realizado
duas vezes separadamente. O percentual de inibicdo (%AE) foi calculado como segue:
%AE= [(AE _AEB)/(AC _ACB)] x 100, onde AE= absorbéancia do grupo experimental;
AEB= branco de compostos; AC= grupo controle de absorbancia; ACB= branco de
meio de cultura. O d6leo essencial foi previamente solubilizado em DMSO.
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Ensaio para formas promastigotas de Leishmania brasiliensis

O ensaio foi realizado utilizando-se o método descrito por Mikus e Steverding com
modificagGes.?® A atividade do dleo foi avaliada em triplicata. Formas promastigotas
(2,5 x 10° parasitas/pocgo) foram cultivadas em placa de 96 pogos de plastico. As
amostras foram dissolvidas em dimetilsuféoxido (DMSO). Diferentes diluicbes dos
compostos de até 200 mL de volume final foram adicionados. Apds 48 h a 26 °C, 20
ML de solucdo de resazurina foi adicionado e a oxidacao-reducdo foi quantificada a
570 a 595 nm. Para cada ensaio utilizou-se como controle de referéncia a droga
glucantime. As porcentagens antipromastigotas (%AP) foram calculadas. Foi
determinada a eficacia de cada composto.

Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os dados sdo expressos como média
+ desvio padrao (DP).

RESULTADOS
Composicao quimica do 6leo essencial de M. Officcinalis

Através da andlise do 6leo essencial de M. officinallis, feita por CG/EM, foi possivel
identificar 12 constituintes que totalizaram 99,83 %. Os constituintes majoritarios
foram: Geranial (35,69 %), Z Citral (25,51 %), 1- Limonene (15,35 %) e Carvone
(12,43 %) (tabela 1).

Tabela 1. Componentes quimicos presentes
no dleo essencial de M. officinallis L.

Componentes RT (min) (2G)
Sabinene 14,68 0,87
6 Methyl-p-5 hepten-2- one B 15,27 1,25
Paracymene 17,62 3,71
Limonene 17,88 15,35
Gamma-terpinene 19,67 1,46
Linallool 22,02 1,04
Z Citral 30,62 25,51
Carvone 30,93 12,43
Geraniol 31,21 0,58
Geranial 32,32 35,69
Elemol 46,63 1.48
B-eudesmol 47 .87 0,46
Total 90,83
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Citotoxicidade

Nossos resultados quanto a citotoxicidade de M. officcinalis, demonstram que nas
concentracdes de 125, 62.5 e 31,25 pg/mL, houve baixa toxicidade para os
fibroblastos (tabela 2).

Tabela 2. Citotoxicidade do &lec essencial de M. officcinalis

Produto natural Conc. pg/mL % C + % DS
500 75,83 7,23

250 47,7 0,14

Melissa officcinalis L. 125 12,23 0,11
62,5 11,76 0,63

31,25 10,65 2,76

% C - Percentual de fibroblastos mortos £ % DS - Desvio padrao.

Atividade antiparasitaria

Observou-se um percentual de atividade parasitaria de 90,9 % e 82,18 %
respectivamente, contra a forma promastigota de L. brasiliensis, para as
concentracdes 125 ug/mL e 62,5 ug/mL. A partir de 250 ug/mL constatou-se
atividade contra T. cruzi, de 75,85 % (tabela 3).

Tabela 3. Atividade antiparasitaria do dleo essencial de Melissa officcinalis L.

Forma Conc. (pg/mL) % AP * % DS

125 90,9 0,99
Promastigota

ota 62,5 82,18 0,44
de L. brasiliensis
31,25 48,48 0,39
250 71,34 1,05
| | 125 69,78 1,53
Epimastigota 62,5 67,62 1,65
de T. cruzi
31,25 19,06 2,99
15,62 12,54 0

% AP-Porcentagem de promastigota L. brasiliensis de cepas mortas
e Porcentagem de epimastigota de T. cruzi CL transfectada mortas,
*+ % DS - Desvio padrdo.

DISCUSSAO

O surgimento de parasitas resistentes as quimioterapias atuais evidenciam a
necessidade de novos agentes antiparasitarios, como por os éleos essenciais de
plantas, os quais sdo produzidos pelas plantas como metabdlitos secundarios, aos
guais desempenham forte papel na protecao das plantas, podendo ser sintetizados
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por varios 6rgdos.?*?7 Os 6leos essenciais sao descritos na literatura por
apresentarem varias atividades, dentre elas, antiprotozoa.?®4> Relatos da literatura
apontam que 6leos essenciais de diferentes plantas tém mostrado promissora
atividade antiparasitaria contra T. cruzi e Leishmania sp.?3:2%:30

Neste estudo o dleo essencial apresentou 12 constituintes, tendo sido o geranial e 0 Z
Citral, majoritarios. Tal resultado esta de acordo com estudos anteriores, que
demonstraram que o dleo essencial de M. officcinalis continha 23 constituintes para a
planta seca e fresca, e os seus constituintes majoritarios eram: neral, geranial e
citronelal.3! Outros estudos relatam que 6leo essencial de M. officinallis L. é
constituido por: neral, geranial citral, citronelal, giraniol, canfora, mucilagem, taninos,
saponinas e resinas, em que alguns sdo principios ativos para producdo de
medicamentos e cosméticos.3?

Na M. officcinalis os 6leos estdo presentes nos tricomas secretores das folhas e flores,
onde apresentam os compostos a e B citral, derivados do isopreno, como
majoritarios, cuja acao é relaxante e indutora do sono, sendo os compostos
majoritarios do 6leo essencial de maior interesse pelas industrias farmacéuticas.33

Observou-se que houve uma atividade elevada contra formas epimastigotas e
amastigota de T. cruzi, com um IC50 de 5,5 pg/mL, com dleo essencial da Lippia
alba, apresentando algumas diferencas na composicao quimica do dleo essencial,
quando comparacgdo aos resultados da composicdo quimica apresentados nesse
estudo.3*

Em estudo realizado, o carvone apresentou atividade antiespasmadico, protozoario
causador da malaria, causando uma mortalidade elevada desse parasita.3> O citral
demonstrou-se relevante na morte leishmanicida, a qual promoveu a morte celular
programada, afetando a membrana nuclear e a condensagdo da cromatina nuclear.3®
Apresentando-se relevante, com elevado potencial anti-leishmanicida. Por outro lado,
o geranial tem demonstrado eficacia na inibicdo da expressao dos mediadores pro-
inflamatorias, mostrando-se ser ndo toxico as células, e bom na cicatrizacao da pele
causada por agentes externos infecciosos.3”

Com relacdo a atividade antipromastigota, as concentragdes de 125 e 62,5 ug/mL de
M. officcinalis, exibiram maior capacidade para impedir a replicacdao do protozoario.
Observou-se que o 6leo essencial de M. officcinalis mostrou-se mais eficaz mesmo em
concentracdes menores, de toxicidade reduzida. A atividade antipromastigota contra
L. brasiliensis, pelo éleo essencial investigado, demonstrou um percentual de inibicao
> 48,48 % em todas as concentragoes testadas. Este dado é considerado relevante,
por apresentar 90,9 % de atividade, para uma concentracdao de 125 pg/mL.

Contra a forma epimastigota de T. cruzi verificou-se percentual de inibicdo
expressivo, a partir da concentracao < 250 pyg/mL, com 71,34 % de atividade, tendo
resultado similar para as concentracdes de 125 ug/mL e 62,5 pg/mL e mostrou uma
atividade moderada em concentragdes inferiores a 31,25 pg/mL. Tais resultados
podem ser explicados pela capacidade que os terpenos presentes no 6leo apresentam
contra os parasitos.

Muitas espécies de plantas da familia Lamiaceae, apresentam potencial inibitério no
crescimento de microrganismos, nos quais mecanismos de atuagao de dleos e
extratos se devem a natureza quimica de alguns dos seus componentes32 ressaltando
gue os Oleos essenciais sdo substancias conhecidos por apresentarem moléculas de
baixo peso molecular e volateis, que se acumulam em diferentes érgdos da planta,
com potenciais de suma importancia para a pesquisa cientifica.3?:4
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Os principais aspectos negativos das terapias para Leishmaniose e doenga de Chagas
s3o a alta toxicidade e os altos indices de desenvolvimento de resisténcia pelos
parasitos.*® A resisténcia observada in vitro,*%4%47 pode estar associada a um
decréscimo do potencial da membrana mitocondrial, com redugdo do acumulo do
farmaco em terapias prolongadas.*?4° Por tanto, as drogas utilizadas para parasitos
como T. cruzi e L. braziliensis apresentam uma alta toxicidade, visto que os
metabdlitos produzidos, comprometem tecidos do hospedeiro devido a sua alta
reatividade.*? Desse modo, torna-se urgente a triagem de produtos naturais, na
busca de novas terapias Produtos naturais podem servir como modelos na busca de
farmacos bioativos.**

Diante do exposto nesta pesquisa conclui-se que os constituintes majoritarios do éleo
essencial de M. officcinalis, foram o Geranial, Z Citral, 1- Limonene e Carvone; que o
oleo de M. officcinalis apresentou relevante atividade contra Leishmania brasiliensis
na concentracdo de 250 pg/mL e moderada, contra T. cruzi; que a maior inibicdo do
crescimento de promastigotas foi obtido a partir da concentracdo de 125 ug/mL; as
concentracdes de 125 e 100 pg/mL resultaram em baixa toxicidade (14,57 e 7,28 %)
para fibroblastos. Esses dados sdo promissores para estudos envolvendo atividade
antiparasitaria com 6leos essenciais.
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