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Resumo

A doenca de Chagas € um dos principais problemas de saude encontrado frequentemente nas Américas e
principalmente na América Latina. O processo de desenvolvimento de novos farmacos ndo tem conseguido
acompanhar a rapida evolucdo dos microrganismos e a ciéncia tem reunido esfor¢os para buscar novas
substancias que possam desarticular as defesas desenvolvidas em funcdo da exposicdo a drogas. Os derivados do
nifurtimox e benzonidazol sdo os farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas, com isso hd um
interesse pela utilizagdo de produtos naturais em favor do bem estar da humanidade dada em tempos remotos. O
citronelolé um composto presente nos 6leos essenciais das espécies de plantas diferentes aromaticos, é um
monoterpeno aciclico natural considerado como excelente aromatizante de ambientes, que além de ser um
poderoso repelente de insetos, também apresenta atividade antimicrobiana, além de apresentar atividade
neuroprotetora. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade do componente de 6leo essencial, o citronelol,
sobre a forma epimastigota do Trypanossomacruzi e a citotoxidade deste em células de mamifero. A linhagem
de celulas utilizadas no teste de citotoxicidade foi a de fibroblastos de mamiferos NCTC clone 929, e para
estudos in vitro de  T. cruzi, foram usados cepas de parasito CL-B5 (clone CL-B5). A medicdo de viabilidade
celular foi feita por ensaio colorimétrico quantitativo utilizando o indicador de oxidacdo-reducéo resazurina. O
nifurtimox foi utilizado como droga de referéncia. Os resultados obtidos através dos testes antiparasitarios
contra as formas epimastigotas de T. cruzi, mostraram que o composto citronelol, apresentou uma moderada
atividade tripanocida frente as formas epimastigotas, contudo também demonstrou uma elevada citotoxidade.
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ASSESSMENT OF POTENTIAL ANTIEPIMASTIGOTA AND
CYTOTOXICITY OF CITRONELLOL

Abstract

Chagas disease is a major health problems often found in the Americas, especially in Latin America. The
process of drug development has not kept pace with the rapid development of microorganisms and science have
gathered efforts to find new substances that can disrupt defenses developed as a function of drug exposure.
Derivatives of nifurtimox and benznidazole are the drugs used to treat Chagas disease, thus there is an interest in
the use of natural products for the well being of humanity given in ancient times. The citronelolé a compound
present in the essential oils of various aromatic plant species, is a natural acyclic monoterpene considered
excellent flavoring environments, which besides being a powerful insect repellent, also has antimicrobial
activity and presents neuroprotective activity. The aim of this study was to evaluate the activity of the essential
oil component, citronellol, on the epimastigote form of this Trypanossomacruzi and cytotoxicity in mammalian
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cells. The cell line used in the cytotoxicity test was the fibroblasts of mammals NCTC clone 929, and for in
vitro studies of T. cruzi parasite strains were used CL-B5 (clone CL-B5). Measurement of cell viability was
done by colorimetric assay using the quantitative oxidation-reduction indicator resazurin. The nifurtimox was
used as reference drug. The results obtained through tests antiparasitic against epimastigotes of T. cruzi, showed
that the compound citronellol, showed a moderate trypanocidal activity against epimastigotes, but also showed a
high cytotoxicity.

Keywords: Cytotoxicity, Citronellol, Trypanossomacruzi

Introducéo

Doencas parasitarias de elevada incidéncia em paises pobres como a doenca de Chagas tem sido um
grande desafio, no que diz respeito a sua terapéutica, pois além dessa doenca ndo chamar atencdo da industria
farmacéutica, as drogas atualmente existentes para seus tratamentos apresentam elevada toxicidade
(WHO,2010). A doenga de Chagas, causada pelo T. cruzi, constitui uma zoonose frequente nas Américas e
principalmente na América Latina. Tendo sido descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas, €
considerada um dos principais problemas de satde encontrado neste continente (NEVES, 2004).

O processo de desenvolvimento de novos farmacos ndo tem conseguido acompanhar a rapida evolugéo
dos microrganismos, a ciéncia tem reunido esforcos para buscar novas substancias que possam desarticular as
defesas desenvolvidas em funcdo da exposicdo a drogas. Por isso 0s produtos naturais de origem vegetal ou
animal, tem sido o ponto critico de diversas pesquisas envolvidas em atividades biocidas, naturalmente
desenvolvidas por seres vivos para garantia de sobrevivéncia entre as espécies (SIMOES et al., 2010).

O citronelol é uma esséncia e também um composto de grande interesse para as industrias sendo que ele
pode ser usado para sintetizar outro composto como o citronelal. O Citronelol trata-se de um monoterpeno que
pode interferir nas funcBes bioquimicas e fisiologicas da planta impedindo a acdo de insetos herbivoros. Em
funcéo disso, os monoterpenos tém sido comercializados como inseticidas sintéticos j& que sdo reconhecidos
pela United StatesFoodandDrug, por isso também tem sido utilizado como produtos de uso humano como, por
exemplo, os aromatizantes (DUNKEL, SEARES, 1998).

Objetivo

Avaliar a atividade tripanocida do citronelol através de ensaios in vitro frente a formas epimastigotas de
Trypanossomacruzie verificar os niveis de citotoxidade desse composto em fibroblastos de mamiferos.

Método

A substéncia avaliada foi o citronelol, fornecida pela empresa Sigma ChemicalCo. (St. Louis E.U.A.). A
linhagem de celulas utilizadas no teste de citotoxicidade foi a de fibroblastos de mamiferos NCTC clone 929,
cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute(RPMI). Para estudos in vitro de T. cruzi, cepas de parasito
CL-B5(clone CL-B5) foram usados (BUCKNER et al., 1996). Os parasitos estavelmente transfectados com o
gene PB-galactosidase de Escherichia coli (Lacz) foram gentilmente cedidos pelo Dr. F. Buckner através da
Universidad Complutense de Madrid (Espand). Formas epimastigotas foram cultivadas em meios de infuséo de
figado triptose (LIT) com 10% de soro fetal bovino (FBS).A Resarzurina sodica foi obtida a Sigma-Aldrich (St
Louis, MO) e armazenada a 4°C protegida da luz, e utilizada para o teste de viabilidade celular.
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O procedimento para a medicdo de viabilidade celular foi avaliada com resazurina por um método
colorimétrico descrito por Rélon, et al., 2006. Células clones NCTC 929 foram semeadas (3 x 10*) em placas de
microtitulacdo de fundo chato de 96 pocos, com 100 puL de meio de cultura RPMI 1640 por pocgo. As células
foram cultivadas durante a noite a 37° C e atmosfera de 5% de CO,. Posteriormente o meio foi substituido e o
produto natural (extrato ou frac6es) foi adicionado em diferentes concentracdes em 200 puL do meio por 24 h.
Controles de crescimento também foram incluidos. Apos a incubagdo, 20 pL de solucéo resazurina a 2mM foi
adicionado a cada pogo. As placas foram incubadas durante 3 h para permitir condi¢fes 6timas de oxidagdo-
reducdo e a reducdo da resazurina foi determinada por a medida de absorbancia do comprimento de onda a 490
e 595 nm em um leitor de microplacas. Cada concentracao foi testada trés vezes.

O ensaio de rastreamento para os testes de suscetibilidade para as formas epimastigota do Trypanosoma
cruzi, foi realizado em placas de microdiluicdo de 96 pocos (Sarstedt, Sarstedt, Inc.) com culturas que ndo
atingiram a fase estacionaria, como descrito por Vega et al., (2005). Epimastigotas foram semeados a 1 x 10°po
mililitro em 200 pL e as placas foram entdo encubadas com os produtos a 28°C por 72 horas, momento em que
50 pL de solugdo de CPRG foram adicionados para dar a concentracdo final de 200 pM. As placas foram
incubadas a 37° C por mais 6 h adicionais e entdo lidas a 595 nm em espectrofotrdmetro. O nifurtimox foi
utilizado como droga de referéncia. Cada concentracdo foi testada em triplicata.

Resultados e Discussdo

s resultados obtidos através dos testes antiparasitarios (Tabela 1) contra as formas epimastigotas de T.
cruzi, mostraram que o composto citronelol, presente nos Oleos essenciaisde diferentes espécies de
plantasaromaticas, apresentou uma moderada atividade tripanocida frente as formas epimastigotas, na
concentracdo de 100 pg/ml, e uma baixa atividade quando usada na concentragcdo de 50upg/ml. Contudo o
mesmo também demonstrou uma elevada citotoxidade na concentragdo 100 pg/ml.

Tabela 1: Atividade antiepimastigota e citotoxidade do citronelol.

Produto  Conc.pg/mL  %AE +/-%DS %C  +/-%DS

citronelol 100 52,94 539 84,07 0,66

50 4471 4,08 5531 559

Conc: Concentracdo utilizada nos testes; %AE: percentual da atividade
antepimastigota; +/-%DS: desvio padréo; %C- Percentagem de citotoxidade
Fonte: Fonte propria.

Relatos mostram que espécies de plantas que contém citronelol como um dos constituintes quimicos,
apresentaram atividade antiparasitaria. E o caso deAloysia triphylla Britton, conhecida também como Lippia
citriodora, onde seu 6leo essencial foi testado contra T. cruzi. Nesta pesquisa realizada por Rojas et al. (2012), o
6leo essencial de A. triphylla em doses de 250 mg / kg produziu uma reducdo significativa no pico de
parasitemia de 85,4% a 22 dpi., observando-se uma reducdo significativa no nimero de ninhosamastigotas e
infiltrados inflamat6rios no tecido do coracdo, no final da experiéncia. Outra espécie conhecida como
Cymbopogoncitratus, da familia Poaceae, também possui o citronelol em sua composicdo. Estudos feitos in vivo
analisaram o efeito antiproliferativo do 6leo essencial de C. citratus, em todas as trés formas evolutivas de T.
cruzi, através dos macréfagos peritoneais de camundongos. Os resultados mostraram inibicdo do crescimento
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das formas epimastigotas e lise das formas tripomastigotas, além da forte inibicdo da proliferacdo de
amastigotas intracelulares (SANTORO et al., 2007).

A atividade antiparasitéaria exibida pelos 6leos nos estudos supracitados, entretanto, ndo podem ser
atribuidas ao citronelol, exclusivamente, uma vez que o 6leo essencial € uma mistura de diversos constituintes
guimicos que também podem apresentar efeito contra os parasitas. Neste sentido, o citronelol pode ser
considerado um dos contribuintes deste efeito antiparasitario, ja que, quando testado isoladamente demonstrou
uma atividade moderada.

Conclusodes

Apos a obtengdo dos resultados constatou-se que a substancia citronelol, apresentou uma moderada atividade
tripanocida, demonstrando, entretanto, elevada citotoxidade, exercendo um efeito toxico maior sobre as células
de mamiferos do que sobre as parasitarias. Este foi o primeiro relato da atividade tripanocida e citotoxidade do
citronelol.
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