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RESUMO 

Lithraea brasiliensis Marchand., popularmente conhecida como "aroeira-brava", é uma 

espécie distribuída na América do Sul sendo encontrada na Argentina, Brasil, Uruguai e 

Paraguai, pertencente à família Anacardiaceae. Apesar de pertencer a uma família 

conhecida por conter diversas espécies vegetais com atividades biológicas, existem 

poucos trabalhos publicados na literatura sobre a composição química e potencial 

biológico da espécie. Assim, o presente trabalho realizou uma caracterização química e 

avaliou o potencial biológico, a partir de testes anti-Leishmania, antioxidante, potencial 

citotóxico (in vitro) e toxicidade (in vivo) do óleo essencial extraído dos frutos de Lithraea 

brasiliensis. Por meio da análise do óleo essencial por Cromatografia Gasosa Acoplada à 

Espectrometria de Massas (GC-MS), foram identificados trinta e dois constituintes 

químicos, dentre eles β-mirceno, ácido 4-octanoico éster metílico e nerolidol. Na 

avaliação do potencial antioxidante, o óleo essencial de Lithraea brasiliensis (OLB) não 

apresentou atividade antioxidante em nenhuma das concentrações avaliadas, quando 

comparado ao padrão quercetina. OLB mostrou atividade anti-Leishmania. Na avaliação 

da atividade anti-promastigota, o OLB apresentou concentração inibitória mínima (IC50) 

de 80,5 µg/mL para Leishmania amazonensis e 93,51 µg/mL para Leishmania infantum. 

O ensaio citotóxico em eritrócitos de carneiro (µg/mL) e em células de linhagem RAW, 

expressou correlação de resultados, em que o tratamento com OLB apresentou-se como 

dose-dependente, quanto maior a concentração, maior a toxicidade, para células RAW o 

OLB tinha uma concentração inibitória mínima (IC50) de 962,8 µg/mL. Na avaliação da 

toxicidade aguda com larvas de Tenebrio molitor (g/Kg), o OLB apresentou toxicidade 

nas duas maiores doses utilizadas, com a diminuição da dose administrada não houve 

toxicidade. Assim, concluímos que o óleo essencial dos frutos de Lithraea brasiliensis 

possui potencial biológico, demonstrando atividade anti-protozoária para Leishmania 

amazonensis e Leishmania infantum, evidenciando um perfil de biossegurança, a partir 

de modelos in vitro e alternativos de citotoxicidade celular in vivo utilizando 

invertebrados. Esses resultados nos direcionam para futuras investigações em outros 

alvos biológicos uma vez que existem poucos estudos relacionados a esta espécie. 

Palavras-chave: Anacardiaceae. Óleo essencial. Potencial biológico. Biossegurança.  

 

 



 

 

ABSTRACT 

Lithraea brasiliensis Marchand., popularly known as "aroeira-brava", is a species 

distributed in South America being found in Argentina, Brazil, Uruguay and Paraguay, 

belonging to the Anacardiaceae family. Despite belonging to a family known to contain 

several plant species with biological activities, there are few works published in the 

literature on the chemical composition and biological potential of. Thus, the work 

presented carried out a chemical characterization and evaluated the biological potential, 

from anti-Leishmania, antioxidant, cytotoxic potential (in vitro) and toxicity (in vivo) of 

the essential oil extracted from the fruits of Lithraea brasiliensis. Through the essential 

analysis by Mass Spectrometry Coupled Chromatography (GC-MS), thirty-two chemical 

components were elaborated, among them β-myrcene, 4-octanoic acid methyl ester and 

nerolidol. In the antioxidant activity, the essential oil of Lithraea brasiliensis (OLB) 

showed antioxidant in none of the potential diseases, when compared to the quercetin 

standard. OLB showed anti-Leishmania activity. In the evaluation of anti-promastigote 

activity, OLB showed a minimum inhibitory concentration (IC50) of 80.5 µg/mL for 

Leishmania amazonensis and 93.51 µg/mL for Leishmania infantum. The cytotoxic assay 

in sheep erythrocytes (µg/mL) and in RAW cells, expressed or derived from results, in 

which the treatment with OLB was dose-dependent, the higher the concentration, the 

higher the toxicity, for RAW cells the OLB had a minimum inhibitory concentration 

(IC50) of 962.8 µg/mL. In the acute toxicity with larvae of Tenebrio molitor (g/Kg) the 

OLB presented toxic evaluation in the two highest doses used, with the dose of the dose 

there was no toxicity. Thus, we conclude that the essential oil of Lithraea brasiliensis 

fruits has biological potential, demonstrating anti-protozoal activity against Leishmania 

amazonensis and Leishmania infantum, evidencing a biosafety profile, from in vitro and 

in vivo cellular cytotoxicity alternatives using invertebrates. These results direct us to 

research on other biological targets since there are studies related to this species. 

Key words: Anacardiaceae. Essential oil. Biological potential. Biosecurity.  
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1 INTRODUÇÃO  

Devido a rica biodiversidade da flora brasileira, estudos que fomentem a 

descoberta de novas propriedades terapêuticas fundamentam a bioprospecção, que 

consiste em conhecer determinado recurso biológico visando conhecer suas 

características bioquímicas, bem como o patrimônio genético das espécies e/ou 

substâncias derivadas (óleos, gomas, látex, etc.) que possam conferir utilização comercial 

para a indústria química, farmacêutica, cosmética e/ou alimentar (BERLINCK, 2012). 

Considerando que desde os primórdios das civilizações, plantas são usadas para 

fins medicinais, a pesquisa de espécies vegetais de produtos naturais apresenta grande 

potencial para descoberta de substâncias ou produtos de grande interesse para a sociedade, 

principalmente para o desenvolvimento de novos medicamentos pelas diversas atividades 

biológicas que as espécies podem apresentar (ASTOLFI FILHO, SILVA, BIGI, 2014). 

O estímulo ao uso desses fitoterápicos tem como objetivo prevenir, curar ou 

minimizar os sintomas das doenças com o custo mais acessível à população e aos serviços 

públicos de saúde quando comparados aqueles obtidos por síntese química que possuem 

o custo mais elevado por conta as tecnologias envolvidas. A transformação de uma planta 

em um medicamento deve, obviamente, preservar a integridade química e farmacológica 

do vegetal garantindo sua ação biológica e sua segurança na utilização, além, de valorizar 

seu potencial terapêutico. Para garantir isso, a produção de fitoterápicos requer estudos 

prévios relativos a aspectos botânicos, fitoquímico, farmacológicos, toxicológicos e 

outros fatores (MIGUEL, MIGUEL, 1999). 

Com o crescente aumento de doenças resistentes aos medicamentos convencionais 

e também a dificuldade da população ao acesso aos mesmos, há a necessidade de novas 

drogas terapêuticas como para o tratamento de leishmaniose. A leishmaniose, de modo 

geral, é caracterizada como uma doença infecto-parasitária, negligenciada e de grande 

importância para saúde pública (OMS, 2019). Ela ainda é caracterizada por duas formas 

clínicas onde a leishmaniose visceral (LV) é conhecida popularmente como Calazar e 

possui como principal característica hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e 

trombocitopenia (VERONESI, 2005); e a leishmaniose tegumentar americana (LTA) que 

é caracterizado pelo aparecimento de úlceras ou nódulos por todo o corpo podendo afetar 

a mucosa, e possui 4 subtipos (VASCONCELOS et al., 2018).  
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Em relação aos aspectos epidemiológicos segundo o DATASUS, em 2018 o Brasil 

confirmou 3.466 casos novos de leishmaniose visceral, sendo que a região Nordeste 

concentra o maior número de casos, com 50,1%, seguida do Norte e Sudeste. Em relação 

a leishmaniose tegumentar, no mesmo ano foram notificados 16.432 casos em todo o país. 

Falando especificamente do estado do Maranhão, ele encontra-se entre os estados 

da federação com o maior número de casos de LV. Somente até o ano de 2009 foram 

registradas 9.972 notificações, sendo a maioria proveniente dos municípios que compõe 

a grande ilha de São Luís (São Luís, São José de Ribamar, Paço do Lumiar e Raposa) 

(NASCIMENTO et al., 2005).  

Segundo os dados do Sistema Informação de Agravos de Notificação (SINAN), 

no ano de 2020 foram notificados 376 casos confirmados de LV no Maranhão, sendo que 

o predomínio de casos foi em São Luís (169); e para LTA foram registrados 1.158 casos 

confirmados, sendo que em São Luís foram confirmados 24 novos casos.  

O tratamento para leishmaniose é complexo visto que todos os fármacos 

disponíveis atualmente para o tratamento da doença mostram-se insatisfatórios em termos 

de eficácia, custo, facilidade de administração e/ou segurança (HENDRICKX, CALJON, 

MAES, 2019), e visa a garantia da adesão ao tratamento, alivio dos sintomas e o 

desconforto causado pela doença e minimização dos efeitos adversos (BRASIL, 2018).  

Os principais medicamentos utilizados são os antimoniais pentavalentes pode 

trazer inconveniente dor local por conta da longa duração do tratamento; a anfotericina B 

não apresenta boas propriedades físico químicas sendo de difícil solubilização e absorção 

(FANGUEIRO et al., 2012; BASTOS et al., 2016); e a pentamidina apresenta como um 

dos efeitos secundários irreversíveis diabete mellitus insulinodependente (BRAY et al., 

2013).  

Diante do aumento no número de casos e as dificuldades enfrentadas no 

tratamento de leishmaniose, há a necessidade de novas alternativas terapêuticas como a 

Lithraea brasiliensis conhecida popularmente como “aroeira”, “aroeira-brava” ou 

“aroeira-preta”, pertencente a familia Anacardiaceae, compreendendo três espécies de 

plantas que são comuns em partes da América do Sul: L. caustica, presente na Argentina 

e Chile, L. mielloide, e Lithraeae brasiliensis, presente no Brasil, Uruguai e Argentina 

(ALÉ et al., 1997; PIERNAAR, TEICHMAN, 1998). As espécies dessa familia são 

caracterizadas por possuirem propriedades irritantes e causarem dermatites de contato, e 
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suas atividades biológicas envolvem atividade promissora contra microorganismos 

quando testados os extratos vegetais extraídos das folhas de aroeira (SHIMIZU et al., 

2006), antiviral e citotóxicas (RUFFA et al., 2002), acaricida e com baixa toxicidade em 

modelo in vivo usando Artemia salina (crustáceo) (LIMA et al., 2021). 

Devido aos relatos de propriedades irritantes desta espécie vegetal, poucos são os 

trabalhos que avaliam o potencial biológico assim como toxicidade em modelos 

experimentais. Dessa forma a nossa hipótese foi “Será que o óleo essencial de Lithraea 

brasiliensis possui composição química atraente para atividades terapêuticas? Se sim qual 

atividade pode ser promissora e além da sua eficácia o uso do óleo essencial é seguro?”  

Com a perspectiva de bioprospecção de espécies vegetais com potencial 

biológico, com a disponibilidade de rica biodiversidade brasileira e a necessidade de 

estudos que assegurem a eficácia e terapêutica de drogas vegetais no tratamento de 

diversas doenças nos propomos a identificar os constituintes químicos do óleo essencial 

extraídos dos frutos de Lithraea brasiliensis Marchand, e a partir de seus constituintes 

nos direcionar para avaliação de potenciais terapêuticos. 

Com base nessas considerações avaliamos a composição química do óleo 

essencial de Lithraea brasiliensis, assim como a atividade leishmanicida e a toxicidade 

in vitro e in vivo. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Plantas medicinais 

O uso de produtos naturais e fitoterápicos tem a finalidade de minimizar possíveis 

danos à saúde da população. Elas são conhecidas por exercerem um papel relevante na 

cura e tratamento de diversas doenças, e para algumas pessoas e determinados locais são 

a única forma de tratamento de determinadas patologias (CONCEIÇÃO et al., 2012; 

SANTANA et al., 2018).  

Todas as plantas possuem um teor tóxico pelo fato de produzirem metabólitos que 

podem atuar farmacologicamente, mas também toxicologicamente. Desta forma, a 

intoxicação é um evento clínico que provem da interação entre uma ou mais substâncias 

químicas e um sistema imunológico. Esses fatores então vão depender da via de 

administração, quantidade administrada, tempo de exposição e sua interação com outras 

substâncias (SOARES, 2008). Visando minimizar esses danos, há a necessidade de 

implementar boas práticas tanto no processo de produção quanto utilização, levando em 

consideração as condutas de biossegurança, e também estudos mais aprofundados em 

relação a esses produtos naturais e seus metabólitos (DE MOURA et al., 2020).  

As plantas medicinais compreendem vegetais que podem ser usadas in natura com 

fins terapêuticos na fabricação de fármacos semissintéticos ou serem modelos para síntese 

de moléculas farmacologicamente ativas. Destes se produzidos medicamentos 

fitoterápicos, possuem finalidade profilática, curativa, com benefício ao usuário, sendo 

caracterizado pelo conhecimento da eficácia e dos riscos de se uso (BRASIL, 2016).  

Esses produtos podem ser uados de diversas maneiras como planta medicinal in 

natura, planta medicinal seca como droga vegetal, fitomedicamentos com formulas 

individuais manipuladas, e medicamentos fitoterápicos (VEIGA, PINTO, MACIEL, 

2005).  

Em geral, as plantas produzem muitas substâncias químicas que constituem seu 

fitocomplemento (CAETANO et al., 2015). Neles estão presentes os princípios ativos 

responsáveis pela ação farmacológica, mas também princípios ativos que podem 

desencadear toxicidade, muitas vezes dependendo da dose, tempo de uso e interações.  
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2.2 Família Anacardiaceae 

É uma família botânica que pertence ao reino Plantae , sendo constituída de 

aproximadamente 81 gêneros e 800 espécies (MARTINELLI, MORAES, 2013) com 

distribuição tropical e subtropical, sendo 25% dos constituintes desta família conhecidos 

como tóxicos e causadores de dermatite por contato, sendo as tribos da família conhecidos 

por esse fato:  Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae, a toxicidade foi comprovada nas 

partes aéreas das plantas sendo as substâncias relatadas por esse efeito o felandreno, 

carvacrol, pineno e catecois (CORREIA et al., 2006).  

Essa espécie em geral apresenta-se como arbóreas, arbustos e algumas lianas, e possuem 

a característica de serem plantas lenhosas resiníferas com folhas simples ou compostas, 

apresentam flores pouco vistosas e frutos carnosos ou secos (MARTINELLI, MORAES, 

2013).  

No Brasil, a família Anacardiaceae apresenta 14 gêneros com 54 espécies, sendo 

que 13 delas apresentam-se exclusivamente no país (SILVA-LUZ, PIRANI, 2013).  

Figura 1: Distribuição de espécies da família Anacardiaceae no mundo 

 

Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/  

 

2.3 Lithraea brasiliensis Marchand 

Lithraea brasiliensis Marchand (Anacardiaceae), nativa da América do Sul é uma 

árvore de pequeno porte, medindo de 3 a 4 metros de altura. Possui folhas simples, 

lanceolado-ovadas ou oblongas, espatuladas. As flores são branco-esverdeadas, dispostas 

em panículas terminais. O fruto é uma drupa globosa branca-esverdeada (Figura 1). 

http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/
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Figura 2: Frutos de Lithraea brasiliensis

 

Fonte: Google imagens 

 O pequeno gênero Lithraea consiste de apenas quatro espécies distribuídas nos 

continentes australiano e americano. Sabe-se que membros da família Anacardiaceae 

contêm derivados de fenóis. Esses grupos de compostos são conhecidos por suas 

propriedades irritantes e são responsáveis pela indução de dermatite de contato por hera 

venenosa (Rhus radicans) ou casca de castanha de caju (Anacardium occidentale). Na 

seiva, considerada tóxica, há um material resinoso contendo alquifenóis, alquicatecóis e 

alquilresorcinóis. Essas substâncias são conhecidas com “Urushiois”, possuem 

propriedades antibacterianas, fungicidas, citotóxica, antitumoral, nematicida e acaricida 

(PIENAAR, TEICHMAN 1998; LIMA et al., 2021). 

Com a falta de vacinas e tratamentos não tão evasivos e que causam muitos efeitos 

colaterais, tem sido feito novas buscas para novas alternativas para o tratamento de 

leishmaniose onde os extratos e óleos essenciais de plantas tem se destacado por serem 

capazes de possuir compostos benéficos para o desenvolvimento de novos fármacos 

(OLIVEIRA, GILBERT, BÔAS, 2013). Por serem compostos lipofílicos possuem a 

grande vantagem de serem capazes de atravessar a membrana plasmática podendo a 

célula do parasita sofrer lise mais facilmente (RODRIGUES et al., 2015), sendo ainda 

possível que os mesmos possuam mais de um alvo na célula interferindo de diferentes 

maneiras dependendo do tipo celular (DINESH et al., 2017).  
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Quando se trata da avaliação da atividade biológica de produtos naturais é 

necessário entender qual o melhor momento para se colher determinado órgão, pois a 

concentração dos princípios ativos alterna a depender do estágio de desenvolvimento da 

planta, ferramenta utilizada na colheita e em qual período a colheita foi realizada, ano, 

mês e período do ano (BRASIL, 2004). O método de extração também é um fator 

importante pois também influencia na atividade biológica. Segundo Santos e 

colaboradores (2018), a utilização de diferentes métodos de extração e de diferentes 

solventes influenciam na concentração de compostos fenólicos extraídos, e que a 

combinação de métodos pode, na maioria das vezes, trazer benefícios.  

 

2.4 Leishmanioses 

As leishmanioses formam um grupo de doenças infecto-parasitárias e 

negligenciadas de grande importância para saúde pública, sendo uma doença endêmica 

em mais de 102 países com 12 milhões de casos de infecções e 350 milhões de pessoas 

em risco de contrair a doença (WHO, 2015). Ela é transmitida através da infecção por 

parasitas do gênero Leishmania, e o desenvolvimento da doença bem como suas 

manifestações clinicas dependem da interação entre as espécies infectantes e a resposta 

imune do hospedeiro o que irá direcionar essa doença como sendo a forma cutânea, 

mucocutânea ou visceral (GEORGIADOU et al., 2015).  

Durante o ciclo de vida do parasita ele pode se desenvolver em duas formas: 

promastigotas que possuem flagelo e encontram-se no tubo digestivo do vetor, e na forma 

amastigota sendo encontrado nos hospedeiros vertebrados (WHO, 2008).  

 

 

Fonte: AGUIAR, RODRIGUES, 2017 

 

 

Figura 3: Micrografia das formas morfológicas mais comuns de Leishmania spp. (A) Promastigotas; (B) Amastigotas 
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A transmissão do parasita ocorre durante o repasto sanguíneo dos flebotomíneos 

fêmea infectadas (PRATES et al., 2012). Após isso, as formas infectantes são fagocitadas 

por células que envolvem o sistema imune inato (TORRES-GUERRERO et al., 2017) e 

sofrem diferenciação, dentro do fagolisossomo, formando as formas amastigotas e que de 

tanto se diferenciarem causam a ruptura da célula, liberando-as (KAYE, SCOTT, 2011), 

permitindo a reinfecção de outras células fagocítica e propagação do parasita no 

hospedeiro.  

A questão de sucesso em relação ao tratamento e posterior diminuição da carga 

parasitária ou ainda a eliminação dos parasitas, além de estar relacionado a adesão do 

paciente aos tratamentos convencionais, depende do tipo de reposta celular manifestada 

onde a resistência está associada a proliferação e diferenciação de células T CD4+ do tipo 

Th1 em que macrófagos ativados apresentam uma grande capacidade de destruir os 

parasitas tendo o processo infeccioso chegado ao fim; e a susceptibilidade que por sua 

vez é representada por resposta do tipo Th2 (LIEW et al., 1990).  
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Fonte: DOS SANTOS, 2019 

 

Durante o estabelecimento do processo inflamatório, há o deslocamento dos 

leucócitos ao sitio da infecção, sendo desta forma a primeira linha de defesa do organismo 

durante a infecção por Leishmania (NYLÉN, GAUTAM, 2010); e juntamente com as 

formas infectantes há a transferência de secreções salivares dos flebótomos de natureza 

imunomoduladora (ROHOUSOVÁ, VOLF, 2006) que influencia na atividade de células 

fagocíticas e contribuem para o sucesso invasivo do parasita. O ciclo é finalizado quando 

essas células infectadas são capturadas por outros flebotomíneos fêmea durante o 

processo de alimentação (KAMHAWI, 2006).  

Figura 4: Ciclo de vida de protozoários do gênero Leishmania- Inicialmente formas promastigotas 

procíclicas de Leishmania, que residem no intestino de flebotomíneos, passam por processos de diferenciação 

até alcançarem a forma metaciclicas. Posteriormente, as promastigotas metaciclicas migram até regiões 

anteriores do trato digestivo do inseto, onde serão inoculadas na pele do hospedeiro mamífero durante o 

repasto sanguíneo. A presença da Leishmania e de diferentes componentes dos flebotomíneos desencadeiam 

respostas imunes contra o parasita, inicialmente caracterizada pela ação fagocítica de determinados 

leucócitos, como por exemplo, neurófilos e macrófagos. No interior do fagolisossomo de macrófagos o 

parasito diferencia-se em sua forma amastigot, dotada de capacidade proliferativa. Após extensiva 

multiplicação parasitária, a célula hospedeira se rompe liberando amastigotas de Leishmania que irão infectar 

células vizinhas. O ciclo de vida da Leishmania se completa quando fêmeas de flebotomíneos adquirem 

células infectadas diante um novo evento de repasto sanguíneo. (Adaptado de National Institute of Allergy 

and Infection Diseases, 2012).  
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A doença possui duas formas clínicas e suas ramificações. A leishmaniose visceral 

(LV) que possui um alto nível de mortalidade se não tratada (WHO, 2016) tendo como 

agente etiológico a L. donovani nas regiões do Leste Africano e do subcontinente da Índia, 

e a L. infantum no norte da África, América Latina e Europa (CHAPPUIS et al., 2007). 

Se tratando dos aspectos clínicos acomete principalmente baço, fígado, linfonodos e 

medula óssea (BARRAL et al., 1995), além de causar manifestações hematogênicas que 

envolvem anemia decorrente do aumento da destruição periférica de eritrócitos no baço 

e sangramento resultando em inflamação resistente. O seu principal fator de virulência é 

o lipofosfoglicano (LPG); e apresentam diferentes funções dependendo da forma do 

parasita.  

Além disso, é frequente na LV comprometimento pulmonar onde exames mostram 

aumento do volume, congestão e uma consistência mais elástica do que o normal, septos 

interalveolares espessados por infiltrado inflamatório constituído de macrófagos, 

linfócitos e plasmócitos (DUARTE, BADARÓ, 2009; LAURENTI, 2010).  

As anormalidades da função renal encontradas são proteinúria, hematúria e aumento de 

ureia e creatinina. O exame macroscópico dos rins revela um aumento de volume e 

congestão (DUARTE, BADARÓ, 2009).  

Já a forma tegumentar é caracterizada pelo aparecimento de úlceras ou nódulos 

em áreas expostas como braços, pernas e face (CHAPPUIS et al., 2007), e possui quatro 

subtipos: cutânea-localizada, cutânea mucosa, cutânea difusa e cutânea disseminada.  

A forma cutânea disseminada é caracterizada por numerosas lesões formadas pela 

disseminação do parasito pelas vias linfáticas e hematogênicas levando ao aumento da 

lesão e também risco de infecções bacterianas se o diagnóstico for tardio; é provocada 

principalmente pela L. braziliensis. A leishmaniose cutânea mucosa também é causada 

pela L. braziliensis e é caracterizada pela resposta imune exacerbada com acometimento 

das mucosas, principalmente nasofaringe onde se encontram as lesões destrutivas. 

Leishmaniose difusa é causada principalmente pela L. amazonensis e está associada a 

lesões difusas não ulceradas e rica em parasitos. Forma cutânea-localizada é a forma 

clinica mais frequente no Brasil ocasionada principalmente pelas espécies de L. 

amazonensis e L. braziliensis (SILVEIRA et al., 2008). 

A Organização Mundial da Saúde destaca que a LV e LC são as formas clínicas 

mais comum da doença com altas taxas de endemicidade, principalmente em países 
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localizados na África, Ásia, Oriente Médio e América Latina (WHO, 2017). Em 2018, os 

casos de leishmaniose foram registrados em 97 países, dos quais 8 países foram 

endêmicos para LV, 21 endêmicos apenas para LC e 68 países endêmicos para ambas 

doenças (WHO, 2020).  

 

 

 

 

 

Fonte: RODRIGUES, 2020 

Figura 5: Mapa epidemiológico da distribuição mundial da leishmaniose visceral e leishmaniose cutânea. 

(A) O mapa apresenta a distribuição mundial da leishmaniose visceral, representando o número de novos 

casos reportados em 2018, apresentando o status de endemicidade por país. (B) O mapa apresenta a destruição 

mundial da leishmaniose cutânea, o número de novos casos reportados em 2018, bem como a distribuição e 

o status de endemicidade de cada país. (Figura adaptada da Organização Mundial da Saúde, Leishmaniose, 

2020. 
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Em relação ao número de casos, segundo o Boletim Epidemiológico emitido em 

2021, no ano de 2019 foram confirmados 2.529 novos casos de leishmaniose visceral no 

Brasil sendo a região Nordeste responsável pelo maior registro de casos no país (49,1%), 

e a taxa de letalidade 9%, a mais elevada dos últimos 10 anos. Em relação a leishmaniose 

tegumentar, no mesmo ano foram confirmados 15.484 novos casos no Brasil com os 

maiores percentuais de casos registrados na região Norte (42,8%). Em ambas as formas 

da doença, os maiores números de casos encontram-se na população jovem e do sexo 

masculino (36,7%, 65,4%; e 54,9%, 75,2% respectivamente) (BRASIL, 2021).  

No Brasil, as drogas disponíveis para o tratamento são os antimoniais pentavalente 

e anfotericina B, e a escolha entre eles deve levar em consideração faixa etária, presença 

de gravidez e comorbidades (BRASIL, 2011). Os antimoniais possuem a vantagem de 

poder ser administrado em nível ambulatorial o que diminui os riscos relacionados a 

hospitalização; já a anfotericina B é a única opção no tratamento de gestantes e de 

pacientes que tenham contraindicações ou que manifestem toxicidade ou que não 

possuem resposta positiva ao tratamento com os antimoniais. A anfotericina B é 

considerada a droga leishmanicida mais potente, disponível comercialmente (MARINS, 

2011).  

Os tratamentos de primeira escolha para as formas de leishmaniose tegumentar 

são injeções diárias dos antimoniais pentavalentes, além dos já mencionados, o 

antimoniato de N-metilgucamina, também conhecido como Glucantime, e o 

Estibogluconoato de sódio conhecido como Pentostan (TIUMAN et al., 2011).   

O Ministério da Saúde recomenda como droga de primeira escolha os antimoniais 

pentavalentes e em situações especiais anfotericina B lipossomal, formulação da 

anfotericina B, como droga de primeira escolha (BRASIL, 2011).  

Em uma revisão de literatura integrativa realizada por Comandolli-Wyrepkowski 

e colaboradores (2020) em relação a quais aspectos farmacológicos das terapias 

atualmente utilizadas para a leishmaniose cutânea, com base na literatura consultada o 

tratamento baseia-se principalmente nos fármacos derivados dos antimoniais 

pentavalentes, como preconizado pela OMS, e o segundo tratamento mais citado é 

baseado em formulações contendo anfotericina B.  

Apesar do amplo conhecimento em relação aos vários tipos de tratamentos, eles 

apresentam sérios problemas que incluem resistência do parasita e indução de efeitos 
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colaterais que limitam a utilização e consequentemente sua eficácia. Além desses 

problemas todos os fármacos possuem administração parenteral o que exige colaboração 

do paciente o que fazem muitos deles abandonarem o tratamento favorecendo o 

aparecimento de cepas resistentes (SILVA-LOPEZ, 2010). 

Diante das dificuldades enfrentadas frente aos diversos tratamentos 

convencionais, há a necessidade do desenvolvimento de formulações mais eficazes e mais 

seguras (SINGH et al., 2012), porém isso envolve problemática em relação as diferentes 

manifestações clinicas exigindo diferentes mecanismos farmacocinéticos das drogas 

utilizadas (BERMAN et al., 2005). 

O outro fator crucial para uma resposta eficiente frente ao tratamento da 

leishmaniose, além do uso de medicamentos convencionais, o que irá ditar o quão grave 

a doença se desenvolve nos hospedeiros é o tipo de resposta celular. Ou seja, as 

manifestações clinicas serão influenciadas diretamente pelo tipo de resposta celular. 

Como já mencionado, uma das primeiras células recrutadas ao local da picada pelos 

flebotomíneos são os macrófagos o que por sua vez são responsáveis pela produção de 

citocinas como IFN-y e IL-12, que são fundamentais para ativação de macrófagos 

(MOSSER, EDWARDS, 2008) e também para o processo inflamatório 

(MAKHATADZE, 1998). Ainda em relação a resposta do sistema imune frente a infecção 

e as posteriores manifestações clinicas apresentadas que podem levar a óbito, a 

polarização da resposta Th1 e Th2 direcionando uma resistência ou não da doença, 

depende justamente da geração dessas citocinas e a espécie de Leishmania infectante 

(WHO, 2010).  

Diante do já exposto, a ausência de vacinas e dificuldades em relação aos 

tratamentos convencionais, fortalece a necessidade de drogas mais efetivas ou descoberta 

de produtos naturais para substituir os mesmos ou suplementa-los de forma tratar a doença 

e seus respectivos sintomas e melhor a qualidade de vida do paciente (ROCHA et al., 

2005). Em um trabalho realizado por Gil e colaboradores (2008) relacionado a 101 plantas 

e suas características, também relaciona 288 compostos isolados de plantas superiores 

com relação a sua ação frente a parasitas do gênero Leishmania ssp. Dos compostos 

isolados houve um predomínio de alcaloides, sesquiterpenos, quinoides, flavonoides e 

outras classes de compostos (ROCHA et al., 2005). Ainda relacionado a esse estudo, 
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quando isolado de alguns produtos naturais, esses compostos apresentaram sucesso em 

diminuir a carga parasitaria e também atividade inibitória frente a esses parasitas.  

Os fatores que contribuem para o crescimento da doença são o aparecimento de 

espécies de parasitas resistentes ao fármaco utilizado no tratamento, a resistência dos 

vetores a produtos domésticos, aquecimento global, crescimento populacional em países 

endêmicos subdesenvolvidos e em desenvolvimento e o deslocamento de pessoas para 

essas regiões (REGUERA et al., 2005). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 GERAL  

Realizar a caracterização química e avaliação da atividade leishmanicida do óleo 

essencial dos frutos de Lithraea brasiliensis Marchand. 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

✓ Realizar a caracterização química do OLB; 

✓ Avaliar potencial leishmanicida in vitro; 

✓ Analisar atividade antioxidante; 

✓ Avaliar toxicidade in vitro e in vivo do óleo essencial; 
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4 Capítulo 01 

CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA E ATIVIDADE LEISHMANICIDA DO 

ÓLEO ESSENCIAL DE Lithraea brasiliensis Marchand 

Joana Neres de Ferreira Assenço 

Mayara Cristina Pinto da Silva 

Resumo 

Lithraea brasiliensis Marchand., popularmente conhecida como "aroeira-brava", é uma 

espécie distribuída na América do Sul sendo encontrada na Argentina, Brasil, Uruguai e 

Paraguai, pertencente à família Anacardiaceae. Apesar de pertencer a uma família 

conhecida por possuírem atividades biológicas comprovadas, poucos são os trabalhos 

publicados sobre a composição química e potencial biológico da espécie. Assim, o 

presente trabalho realizou uma caracterização química e avaliou o potencial biológico, a 

partir de testes anti-Leishmania, antioxidante essencial, citotóxico (in vitro) e toxicidade 

(in vivo) do óleo extraído dos frutos de Lithraea brasiliensis. Por meio da análise do óleo 

essencial por Cromatografia Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas (GC-MS), 

foram identificados trinta e dois constituintes químicos, dentre eles β-mirceno, éster 

metílico do ácido 4-octanoico e nerolidol. Na avaliação do potencial antioxidante, o óleo 

essencial de Lithraea brasiliensis (OLB) não apresentou atividade antioxidante em 

nenhuma das concentrações avaliadas, quando comparado à quercetina padrão. OLB 

mostrou atividade anti-Leishmania. Na avaliação da atividade anti-promastigota, o OLB 

apresentou IC50 de 80,5 µg/mL para Leishmania amazonensis e 93,51 µg/mL para 

Leishmania infantum. O ensaio citotóxico em eritrócitos de ovelhas (µg/mL) e em células 

RAW, expressou correlação de resultados, em que o tratamento com OLB não apresentou 

toxicidade relevante, sendo dose dependente, quanto maior a concentração, maior a 

toxicidade, para células RAW o OLB tinha um IC50 de 962,8 µg/mL. Na avaliação da 

toxicidade aguda com larvas de Tenebrio molitor (g/Kg), o OLB apresentou toxicidade 

nas duas maiores doses utilizadas, com a diminuição da dose administrada não houve 

toxicidade. Assim, concluímos que o óleo essencial de Lithraea brasiliensis possui 

potencial biológico, demonstrando atividade anti-protozoária, evidenciando um perfil de 

biossegurança, a partir de modelos in vitro e alternativos de citotoxicidade celular in vivo 

utilizando invertebrados. Esses resultados nos direcionam para futuras investigações em 

outros alvos biológicos uma vez que existem poucos estudos relacionados a esta espécie. 

Palavras-chave: Anacardiaceae. Óleo essencial. Potencial biológico. Biossegurança.  
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1 Introdução 

A leishmaniose é uma doença negligenciada causada por protozoários do gênero 

Leishmania que possuem duas formas principais, amastigotas e promastigotas. Sua forma 

de transmissão é caracterizada por meio da picada de flebotomíneos fêmea, tendo 

evidências clínicas, epidemiológicas e experimentais que apoiam a teoria de que a 

leishmaniose possa ser prevenida por vacinação (BRASIL, 2017).  

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença infecciosa, com baia 

mortalidade, não contagiosa, tendo como as principais espécies transmissoras no Brasil a 

Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V). guyanensis e Leishmania (V.) braziliensis 

(VASCONCELOS et al., 2018). Ela pode apresentar diversas formas clínicas, como: 1) 

Cutânea (LC) que apresenta uma pápula eritematosa que evolui para ulcera geralmente 

indolor, que aparece no local da picada do vetor; 2) Disseminada (LCD) onde o indivíduo 

apresenta múltiplas lesões papulares que acometem várias partes do corpo principalmente 

face e tronco; 3) Mucosa (LM) que é uma lesão secundária que atinge principalmente a 

orofaringe e cometimento da área mucosa; 4) Clínica difusa (LCD) que inicia de maneira 

insidiosa, com lesão única e com má resposta ao tratamento, evoluindo de forma lenta 

com formação de placas e múltiplas nodulações não ulceradas recobrindo grandes 

extensões cutâneas (LIMA, 2017).  

A LTA constitui um problema de saúde pública em 85 países, sendo considerada 

uma doença ocupacional devido a ocorrência de deformidades e envolvimento 

psicológico com reflexos social e econômico. Nos últimos vinte anos, ela apresentou 

grande crescimento tanto o número de casos como em distribuição geográfica em todas 

as regiões do Brasil apresentando surtos endêmicos na maioria das vezes relacionados ao 

processo predatório de ocupação de matas (VASCONCELOS et al., 2018). 

A notificação e confirmação dos casos de leishmaniose são obrigatórias no Brasil 

pelo Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN), e a partir dele 

verificou-se que no período de 2007 e 2014 registrou-se no Brasil um total de 996 óbitos 

de pacientes com LTA (CONITEC; GUIA DE ORIENTAÇÃO, 2016).  

Deste esse último boletim do SINAN, ao último divulgado referente ao ano de 

2019, houve um aumento no número de casos, 15.484, sendo predominante em indivíduos 

do sexo masculino e jovens (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 2021).  



27 

 

 

 

Em relação a leishmaniose visceral (LV), é conhecida popularmente como calazar 

que significa febre negra, também apresentando ampla distribuição mundial sendo 

caracterizada primariamente como uma zoonose podendo acometer o homem quando este 

entra em contato com o ciclo de transmissão do parasito, transformando-se em uma 

antropozoonose.  O seu quadro clinico é caracterizado por uma febre irregular de longa 

duração, emagrecimento e palidez cutaneomucosa, que confere um aspecto escuro à 

indivíduos caucasianos. Os pacientes apresentam ainda hepatoesplenomegalia, anemia, 

leucopenia e trombocitopenia. Os principais fatores de risco para o óbito por LV 

envolvem complicações infecciosas e hemorragias, que pode ser evitado com a 

identificação precoce dos pacientes (DUARTE, BADARÓ, 2009; BRASIL, 2006).  

Os parasitas responsáveis pela leishmaniose visceral são Leishmania (L.) chagasi, 

Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) infantum (ALMEIDA et al., 2005).  

Em 2019 foram confirmados 2.529 casos novos de LV no Brasil sendo a região 

Nordeste a responsável pelo maior registro de casos no país (49,1%). A taxa de letalidade 

nesse ano foi de 9% sendo a mais elevada dos últimos 10 anos acometendo principalmente 

adultos acima de 50 anos de idade (19,2%). No ano de 2020, foram adquiridas 1.009.036 

coleiras para cães disponibilizadas aos municípios prioritários de acordo com a 

estratificação de risco da LV (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 2019).  
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2 Materiais e métodos 

2.1 Aquisição dos frutos de Lithraea brasiliensis  

Os frutos foram coletados no município de João Pinheiro- MG/Brasil (17° 44’ 39” 

S 46° 10’ 16” O). A planta foi taxonomicamente identificada e um voucher depositado 

no Herbário da Universidade Estadual do Maranhão (UEMA), sob o número 5867.  

O acesso e a coleta de recurso genético no Brasil foram autorizados pelo Conselho 

de Gestão do Patrimônio Genético (SisGen n° A0FCC6A). Para extração do óleo 

essencial de Lithraea brasiliensis foi usado 100g de fruto triturado, imerso em 600ml de 

água. Posteriormente, esse material foi submetido ao processo de hidrodestilação por 

aparelho tipo Clevenger por 2h e 30 min.  

O óleo essencial foi seco com sulfato de sódio anidro e o rendimento foi calculado 

em percentual m/v (FARMACOPEIA, 2010), com rendimento do óleo de 4%.  

2.2 Caracterização química do óleo essencial de Lithraea brasiliensis  

A amostra foi analisada em um Cromatografo a Gás (CG-2010) acoplado ao 

Espectrômetro de Massas (CG-EM QP2010 Plus), ambos da Shimadzu, utilizando uma 

coluna capilar DB-5M (30m x 0,25mm x 0,25μm), o fluxo do gás de arraste, Hélio em 

uma velocidade linear de 47,5 cm/sec e fluxo da coluna 1,0 mL/min. A programação do 

forno foi de 35 °C por 6 min com rampa de aquecimento de 10°C/min até 240°C e 

permanecendo por 10 min, até o final da corrida. A temperatura do injetor e da fonte de 

íons de 250°C e 200°C, respectivamente, e o modo de injeção Split com razão de 1/30, 

Tempo de Corrida 36 minutos. A quantificação foi realizada por normalização das áreas 

dos picos, e a identificação através da Biblioteca do Equipamento NIST08 (National 

Institute of Standards and Technology). 

2.3 Atividade anti-Leishmania in vitro 

2.3.1 Parasitas  

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum 

foram cultivadas em garrafas de cultura estéreis, contendo meio Schneider (SIGMA) 

suplementado com Soro Fetal Bovino (GIBCO) 10% e acondicionadas em câmara de 

demanda bioquímica de oxigênio (BOD) à 27°C. 
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2.3.2 Atividade anti-promastigota 

Para a avaliação da atividade leishmanicida, as promastigotas de Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania infantum foram contadas e ajustadas para 1x106 parasitos/ml 

e distribuídas em microplacas de 96 poços. Dessa forma as amostras foram adicionadas à 

placa de testes, com triplicata, nas diversas diluições da formulação, 1000-15,625 µg/mL 

e 1000-62,5 µg/mL, respectivamente.  

Em seguida, as placas foram incubadas a 24°C durante 48 horas; como controle 

negativo foram aqueles sem tratamento e com solvente de 0,5% a nível tolerado pelo 

parasita, e para o positivo, 5 µL de Pentamidina.  Ao final as amostras foram contadas em 

câmara de Neubauer com auxílio de microscópico óptico, de campo claro e aumento de 

400X para avaliação do número de parasitas. 

O cálculo do IC50 foi feito por análise de regressão logarítmica, no Graph Pad 

Prism 8.0. 

2.4 Avaliação da atividade antioxidante  

2.4.1 Método de sequestro do radical livre 𝑫𝑷𝑷𝑯• 

O método do sequestro do radical livre DPPH• (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi 

realizado de acordo com a metodologia de Sánchez-Moreno; Larrauri; Saura-Calixto, 

1999, com alterações. Uma solução metanólica de DPPH (40 µg/mL) foi preparada em 

frasco âmbar no momento da análise. Logo após, em uma microplaca de 96 poços, foram 

misturadas alíquotas de 190 µL da solução de DPPH à 10 μL do óleo essencial de Lithraea 

brasiliensis e também ao padrão de quercetina, nas concentrações de 100-3,125 µg/mL 

(OLB) e 10-0,312 µg/mL (quercetina). As leituras foram realizadas em 517 nm, 

utilizando metanol como branco. O tempo de reação adotado foi de 30 minutos. A 

porcentagem de inibição foi calculada de acordo com a fórmula:  

% Inibição = ⌈
A controle – A amostra

A controle
⌉  × 100 

A = absorbância 

 Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias com 

experimentos realizados em triplicata. 
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2.4.2 Método de sequestro do radical livre 𝑨𝑩𝑻𝑺•+ 

A avaliação do potencial antioxidante utilizando o reagente ABTS foi feita 

segundo Re e colaboradores (1999), com modificações. O reagente foi dissolvido em água 

até a concentração 7 mMol∙L-1. Esta foi então misturada a uma solução de persulfato de 

potássio (concentração final 2,45 mMol∙L-1). A mistura foi mantida em frasco âmbar e 

ambiente escuro por 16 horas antes do ensaio para a completa oxidação do ABTS e 

geração do cromóforo ABTS•+ (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico), um 

cátion radicalar de alta estabilidade. A solução de ABTS•+ foi diluída em metanol absoluto 

até a absorbância atingir o valor de 0,7 ± 0,02 nm. As leituras foram realizadas em 

microplaca no comprimento de 734 nm, utilizando volumes fixos de 10 μL do óleo 

essencial Lithraea brasiliensis e também do padrão de quercetina, nas concentrações de 

100-3,125 µg/mL (OLB) e 10-0,312 µg/mL (quercetina), e 190 µL de solução radicalar. 

A amostra foi solubilizada e diluída com metanol. O tempo de reação adotado foi de 30 

minutos. A porcentagem de inibição foi calculada de acordo com a fórmula:  

 

 

% Inibição = ⌈
A controle – A amostra

A controle
⌉  × 100 

A = absorbância  

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias com 

experimentos realizados em triplicata. 

 

2.5 Teste de hemólise com eritrócitos de carneiro  

A atividade hemolítica foi realizada seguindo a metodologia de Almaaytah e 

colaboradores (2014). Foram coletados 10mL de sangue de carneiro em um tubo contando 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), disponibilizado pelo biotério da 

Universidade Federal do Maranhão, o mesmo foi submetido ao Comitê de Ética e 

Pesquisa de Uso de Animais (CEUA), tendo recebido o seguinte parecer: PROCESSO 

n.23115.005441/2017-62. O sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, a 20°C. 

O plasma foi removido e os eritrócitos foram lavados três vezes com tampão fosfato salina 

(PBS). 
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Para o óleo essencial de Lithraea brasiliensis, foi preparado diferentes 

concentrações (50-0,39 mg/mL) que foram incubadas por 1 hora a 37°C em uma placa de 

96 poços, com suspensão de eritrócitos e OLB.  

Os controles positivo e negativo receberam 100 µL de Triton x-100 a 1% e PBS, 

respectivamente.  

Após incubação, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a 

20°C. Foi retirado o sobrenadante (100 ou 150 µL), transferido para uma microplaca e 

suas absorbâncias medidas a 450 nm.  

A atividade hemolítica foi expressa em relação a ação do Triton x-100 e calculada 

pela seguinte fórmula:  

Hemólise % =
Abs450/OLB - Abs450/PBS

Abs450/Triton - Abs450/PBS
 X 100 

Onde: Abs450/OLB corresponde a amostra tratada com o óleo essencial de L. 

brasiliensis; Abs450/PBS é a amostra tratada com PBS; e Abs450/Triton é a amostra tratada 

com Triton x-100.  

 

2.6 Ensaio de citotoxicidade celular in vitro 

Após 24 horas de incubação, a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2, 5x104 células 

J774 ou RAW foram incubadas com diferentes concentrações do óleo essencial (5000-

31,12 µg/mL). Como controle foram mantidos poços com células sem tratamento. Após 

o intervalo de 48 horas foi realizado o ensaio baseado em MTT. A citotoxicidade foi 

expressa em porcentagem, sendo determinada a concentração citotóxica de 50% das 

células (CC50).  
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2.7 Ensaio de toxicidade aguda in vivo com Tenebrio molitor   

2.7.1 Aquisição e manutenção das larvas de Tenebrio molitor   

 As larvas de T. molitor entre 10° e 12° estágio larval, foram adquiridas 

comercialmente através de fornecedores especializados e posteriormente mantidas no 

Laboratório de Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhão, sendo 

acondicionadas em recipientes plásticos cobertos com tela ao abrigo da luz, contendo 

ração padronizada a base de farelo de trigo, milho e aveia, com temperatura controlada 

(27±30°C) e a umidade será mantida pela presença de um recipiente com água. As larvas 

que apresentarem alterações em sua cor ou motilidade serão descartadas e somente serão 

utilizadas nos ensaios aquelas com aspecto saudável (DE SOUZA et al., 2015; 

NAVARRO et al., 2019).  

 

2.7.2 Avaliação da toxicidade aguda em larvas de T. molitor 

 O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito por Wang e 

colaboradores (2015) e Alves e colaboradores (2019), com adaptações. Serão utilizadas 

dez larvas de T. molitor por grupo, considerando o peso entre 0,1 e 0,2 g, e tamanhos 

similares. A formação dos grupos será de acordo com a concentração do óleo essencial, 

variando entre as doses de 10-0,16 g/Kg. Além disso, serão também incluídos os seguintes 

grupos: SHAM – controle que não receberá nenhuma substância, CTRL trauma – controle 

que receberá apenas o trauma da injeção sem aplicação de substância e CTRL DMSO 1% 

- grupo que recebeu o solvente diluente do extrato e frações.   

Para o procedimento das injeções agudas das substâncias teste, as larvas 

inicialmente foram submetidas à paralização por esfriamento em superfície de vidro com 

gelo, e após foram submetidas à desinfecção na porção ventral com álcool 70%, e com o 

auxílio de uma seringa analítica (Hamilton, Modified Microliter™) foram injetados 10µL 

dos diferentes tratamentos pela via intrahemocélica no quarto metâmero, na porção 

ventral das larvas.  

 Após o procedimento as larvas foram transferidas para placas de Petri 

destinadas aos respectivos grupos, contendo ração padronizada e incubadas ao abrigo da 

luz, em câmaras com temperatura e umidade favorável. A sobrevivência foi monitorada 

diariamente, durante 7 dias e a morte das larvas foi avaliada através da resposta ao toque, 

sendo observado à falta de motilidade e a presença de melanização.  
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2.8 Análise estatística 

Todos os dados foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade. Em 

seguida foi realizado análise de variância (ANOVA), com pós teste de Bonferroni, para 

variáveis paramétricas ou teste de Kruskal-Wallis, com pós-teste de Dunns, para variáveis 

não paramétricas. 

Em todas as análises foi considerado como significante p < 0,05. As análises 

foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0. 
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3 Resultados 

3.1 Avaliação da caracterização química do óleo essencial de Lithraea 

brasiliensis  

Após a análise do óleo essencial de Lithraea brasiliensis em Cromatografia em 

fase Gasosa acoplada ao Espectrômetro de Massas (CG-MS), foi constatado que ele 

apresenta uma variedade de substâncias e consequentemente uma considerável 

quantidade de picos (Figura 5) sendo identificados 32 compostos entre eles β-mirceno, 

nerolidol, e ácido 4-octanóico éster metílico, que se encontra de forma detalhada na 

Tabela 1.  

 

Figura 6: Cromatograma do óleo essencial de L. brasiliensis  
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Tabela 1: Composição química do óleo essencial obtido dos frutos de Lithraea brasiliensis 

 Picos Compostos *RT (min) **Área ***Área 

% 

 

 

 

Monoterpenos 

1 α-Pineno 10,530 656814 0,43 

2 Canfeno  10,919 67919 0,04 

4 β-pineno  11,552 993037 0,66 

5 β-mirceno 11,890 88180220 58,30 

7 β-felandreno 12,658 1792363 1,18 

10 Linalol 13,912 1993433 1,32 

29 4,8-Dimetil-3,7-nonadien-2-

ol 
24,350 253522 0,17 

32 2-metil-2-(4-metil-3-

pentenil)-[2-Metil-2-(4-

metil-3-

pentenil)ciclopropil]metanol 

25,717 563651 0,37 

 

 

 

 

 

 

Sesquiterpenos  

13 β-farneseno (isômero 1) 16,786 1012638 0,67 

19 β-farneseno (isômero 2) 18,776 1495930 0,99 

21 β-farneseno (isômero 3) 19,105 203631 0,13 

30 β-farneseno (isômero 4) 24,605 203631 0,13 

22 Farnesol 19,502 540630 0,36 

25 Nerolidol 20,470 13557178 8,96 

28 β-bisaboleno  24,155 707059 0,47 

31 Farnesol (isômero) 25,102 540630 0,36 
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Ésteres 

17 Geranato de metila  17,325 308398 0,20 

24 ácido -7,10,13,16-

docosatetraenóico, éster 

metílico 

19,793 399799 0,26 

26 Metil 6,9-octadecadienoato 21,930 616039 0,41 

 

 

Ácidos graxos 

11 Ácido 4-octanóico  14,155 10335565 6,83 

15 Ácido 4-decenóico  17,091 1171179 0,77 

27 Ácido linoleico  21,979 2659478 1,76 

 

 

Hidrocarbonetos  

 

8 

2-octeno, 2-metil-6-

metileno-2-etil-6-metil-1,5-

heptadieno 

13,050 1791098 1,18 

9 Hept-4-eno 13,758 603224 0,40 

14 1-isopropil-2-

metilciclohexano 
16,860 461681 0,31 

16 Ciclohexano  17,147 1177353 0,78 

18 Perileno  17,957 902267 0,60 

Ácidos 

carboxílicos 

 

12 

Ácido 2,6-dimetil-2-vinil-5-

heptenoico 
15,774 266195 0,18 

Álcool metílico  23 2-metil-2-(4-metil-3-

pentenil)-[2-Metil-2-(4-

metil-3-

pentenil)ciclopropil]metanol 

19,717 563651 0,37 

* RT(min) =Tempo de retenção (minutos), **Área = , *** %  = porcentagem do componente 
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3.2 Avaliação da atividade leishmanicida do OLB 

3.2.1 Avaliação da atividade em promastigotas de L. amazonensis 

O efeito leishmanicida, in vitro, foi avaliado em formas promastigotas de L. 

amazonensis. Como pode ser observado na Figura 6, houve um efeito concentração-

dependente do óleo essencial de Lithraea brasiliensis, de forma que nas concentrações de 

1000,500,250, 125 e 62,5 µg/ml houve inibição do crescimento do parasito em torno de 

100%;100%;78,5%;65,8% e 63% respectivamente. 

 

O tratamento com o OLB apresentou IC50 de 80,50 µg/mL e Pentamidina®, 

fármaco de referência, exibiu valor de IC50 de 0,7 µg/mL para L. amazonensis (Tabela 

2) 

 

 

 

 

Figura 7: Efeito do óleo essencial de Lithraea brasiliensis na inibição do crescimento de promastigotas de 

Leishmania amazonensis. Foi avaliada a citotoxicidade de várias concentrações do OLB (A). Também foi analisada a 

curva dose-resposta (B) do óleo que inibiu 50% da proliferação celular em µg/mL (intervalo de confiança 95%), Os 

ensaios foram realizados no tempo de 48 h. Os resultados correspondem a (média ± SD) de amostras individuais 

testadas em triplicata. (*) p<0,05, quando comparado a Pentamidina® (5μg/mL). ANOVA and Bonferroni’s multiple 

comparisons test. 
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3.2.2 Avaliação da atividade em promastigotas de L. infantum 

O efeito leishmanicida, in vitro, foi avaliado em formas promastigotas de L. 

infantum. Como pode ser observado na Figura 7, houve um efeito concentração-

dependente do óleo essencial de Lithraea brasiliensis, de forma que nas concentrações de 

1000,500,250 e 125 µg/ml houve inibição do crescimento do parasito em torno de 96%; 

94,4%; 88,34% e 64,86% respectivamente. 

O tratamento com o OLB apresentou IC50 de 76,42 µg/mL e Pentamidina®, 

fármaco de referência, exibiu valor de IC50 de 0,9 µg/mL para L. infantum (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Concentração inibitória mínima do óleo essencial de Lithraea brasiliensis sobre as formas 

promastigotas de Leishmania sp.  

Tratamento L. amazonensis 

IC50* 

L. infantum 

IC50* 

Células RAW 

CC50* 

Lithraea brasiliensis 80,50 76,42 962,8 

Pentamidina® 0,7 0,9 15,24 

*Concentração inibitória de 50% em µg/mL 

Figura 7: Efeito do óleo essencial de Lithraea brasiliensis na inibição do crescimento de promastigotas de 

Leishmania infantum. Foi avaliada a citotoxicidade de várias concentrações do OLB (A). Também foi analisada a curva 

dose-resposta (B) do óleo que inibiu 50% da proliferação celular em µg/mL (intervalo de confiança 95%), os ensaios 

foram realizados no tempo de 48 h. Os resultados correspondem a (média ± SD) de amostras individuais testadas em 

triplicata. (*) p<0,05, quando comparado a Pentamidina® (5μg/mL). ANOVA and Bonferroni’s multiple comparisons 

test. 
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3.3 Avaliação do potencial antioxidante do óleo essencial de Lithraea brasiliensis 

Foi avaliado o potencial antioxidante do OLB fazendo uso dos métodos DPPH e 

ABTS, o óleo essencial não apresentou atividade antioxidante em nenhum dos métodos 

utilizados assim como das concentrações testadas (Figura 8). Neste ensaio utilizamos a 

quercetina, substância referência com atividade antioxidante como controle positivo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Atividade antioxidante do óleo essencial de Lithraea brasiliensis pelos métodos DPPH e ABTS. Foi 

avaliada a atividade antioxidante de várias concentrações do OLB (A e B). Também foi analisada a atividade da 

quercetina controle positivo (C e D), os resultados correspondem a (média ± SD) de amostras individuais testadas em 

triplicata.  
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3.4 Avaliação da toxicidade in vitro do OLB 

3.4.1 Ensaio de hemólise com hemácias de carneiro 

Foi avaliado o efeito tóxico do OLB em eritrócitos de carneiro, por meio do ensaio 

in vitro da atividade hemolítica. Não houve citotoxicidade do OLB em nenhuma das 

concentrações testadas (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,16; 0.78; 0.39 mg/mL), quando 

comparado ao controle positivo (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Percentual de hemólise do óleo essencial de L. brasiliensis em eritrócitos de carneiro. O percentual de 

hemólise foi avaliado em várias concentrações de OLB em eritrócitos de carneiro. Os resultados correspondem a (médias 

± SD) de amostras individuais testadas em triplicata. (*) p<0,05, em comparação ao controle positivo (Triton x-100 a 

1%). 
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3.4.2 Ensaio de citotoxicidade em células RAW 

Foi avaliado o efeito citotóxico do óleo essencial de Lithraea brasiliensis em 

células de linhagem RAW, através do ensaio in vitro.  Houve citotoxicidade nas maiores 

concentrações do OLB (5000,1000 e 500 µg/mL), quando comparada com o controle 

positivo (Pentamidina®) (Figura 10). Já nas menores concentrações não foi observado 

citotoxicidade (250, 125, 62,5 e 31,12 µg/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Percentual de citotoxicidade e curva dose- resposta do OLB em células RAW. A citotoxicidade foi 

avaliada em várias concentrações de OLB em células de linhagem RAW. Também foi analisada a curva dose-resposta 

(B) do óleo, no qual reduz 50% da viabilidade dos macrófagos em µg/mL (intervalo de confiança 95%). Os resultados 

correspondem a (médias ± SD) de amostras individuais testadas em triplicata. (*) p<0,05, em comparação o controle 

positivo (Pentamidina ® 100 µg/mL). 
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3.5 Avaliação da toxicidade aguda do OLB em larvas de T. molitor  

 A avaliação da toxicidade aguda através de injeções diretas em larvas de T. 

molitor do óleo essencial de Lithraea brasiliensis apresentou resultados significantes 

diante do teste estatístico recomendado Log-rank (Mantel-Cox) revelando valores de 

p<0.0001 (Figura 11). Não foi evidenciado mortes presentes nos grupos controles, assim 

como, para os tratamentos nas concentrações de 0.15 a 2,5 g/Kg atingindo sobrevida de 

100% até a última hora (168h) de avaliação do teste. No entanto a letalidade foi observada 

nas concentrações de 5 e 10 g/Kg, sendo para OLB 10 g/Kg mortes presentes com 24h 

(75% sobrevivência),48h (50% sobrevivência) e 72h (24,3 % sobrevivência). Para a 

concentração de 5 g/Kg o óleo essencial mostrou-se tóxico revelando mortes em 24h 

(85.5% sobrevivência), 48h (70% sobrevivência) e 72 h (57,5% sobrevivência). 

 

Figura 11: Taxa de sobrevivência de larvas de Tenebrio molitor após tratamento com o óleo essencial 

de Lithraea brasiliensis. Avaliação da sobrevida de T. molitor após injeção do OLB. Foi inoculado 10 µL 

do OLB entre o 4º e 5° metâmero, no sentido da calda a cabeça, na porção ventral em várias doses. Foi 

observado durante sete dias as larvas mortas e vivas, retirando sempre os mortos. As diferenças foram 

consideradas significativas quando p < 0,05 (Teste Kaplan-Meier e Teste Log-Rank [Mantel-Cox]). 
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Figura 12: Representação das larvas de Tenebrio molitor com suas respectivas doses.  
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4 Discussão 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, as espécies vegetais são a 

melhor fonte de fármacos para a humanidade, de forma que muitos deles apresentam em 

sua composição substâncias das classes dos alcaloides, terpenos, chalconas e flavonoides, 

compostos descritos na literatura como eficazes na atividade leishmanicida e/ou anti-

Leishmania (QUEIROZ et al., 1996; ROCHA et al., 2005).  

Diversos compostos químicos, isolados de extratos vegetais, possuem atividades 

leishmanicida comprovadas contra as promastigotas e amastigotas do gênero Leishmania 

em testes in vitro. Já foi relatada atividade leishmanicida em terpenoídes (SAUVAIN et 

al., 1996; CAMACHO et al., 2000), chalconas (CHEN et al., 1993; BOECK et al., 2006), 

flavonoides (ARAUJO, ALEGRIO, LEON, 1998) e de alcaloides (MAHIOU et al., 2004; 

FOURNET et al., 1996). Apesar de alguns compostos e produtos naturais terem suas 

atividades comprovadas contra os parasitas do gênero Leishmania, muitos estudos devem 

ser feitos em relação ao seu manuseio, coleta e modo de produção, e também em relação 

a sua composição química.   

Ainda são poucos os estudos relacionados a Lithraea brasiliensis em relação a sua 

composição química e sua atividade biológica. Assim sendo, o presente estudo teve como 

objetivo analisar a composição química do óleo essencial desse produto natural bem como 

analisar através de teste in vitro e in vivo o quão seguro esse composto é para ser utilizado 

para o tratamento de algumas doenças, como leishmaniose.  

O óleo essencial de L. brasiliensis (OLB) é caracterizado como um óleo volátil 

por conta dos seus compostos químicos, que por sua vez são metabólitos secundários 

biossintetizados pelas plantas e sua produção e localização ocorre em diferentes órgãos 

vegetais. Sua composição de óleos voláteis envolve monoterpenos e sesquiterpenos, 

compostos presentes no óleo essencial de L. brasiliensis, e também fenilpropanoides 

(FAMPA et al., 2021). Embora os mecanismos de ação contra patógenos não estejam 

totalmente claros, a característica lipofílica do óleo essencial pode aumentar a 

permeabilidade da membrana celular, levando a danos graves em células-alvo 

(BAKKALI et al., 2008).  

O potencial de ação dos OE descritos na literatura sugere inibição do crescimento 

do parasita, desestabilização da membrana plasmática, desencadeamento da peroxidação 

lipídica, inibição das enzimas do parasita, e mudanças na permeabilidade da membrana 
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mitocondrial (IZUMI et al., 2011; SAEIDNIA, GOHARI, 2012; DE LARA DA SILVA 

et al., 2020).  

Após a identificação foram quantificados 32 compostos do OLB englobando as 

classes dos terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos), ácidos graxos, éster metil e 

hidrocarbonetos, tendo como compostos majoritários o β-mirceno, nerolidol, e ácido 4-

octanóico éster metílico, (Tabela 1), e alguns dos compostos químicos identificados já 

foram testados de forma isolada avaliando não somente seu potencial biológico, mas 

também sua forma de ação no organismo.  

Os monoterpenos são classificados como óleos voláteis, sendo comumente 

líquidos e aromáticos podendo ser empregados na preparação de perfumes e 

aromatizantes de alimentos, e na indústria farmacêutica são utilizados na produção de 

vitamina A, iononas que são encontrados em diversos OE, metiliononas, e mentol que 

promove o alivio de irritações, além de ser analgésico e anti-inflamatório (TRASARTI et 

al., 2004; MAKI-ARVELA et al., 2005; PIHLASATO et al., 2007). Essa classe de 

terpenos ainda possui outras atividades biológicas como bradicardia (ANJOS et al., 

2013), hipotensão (ANJOS et al., 2013; RODRIGUES, 2010), atividade antimicrobiana 

(ALVIANO et al., 2005), ações sedativas, anticonvulsivantes, hipnóticas e hipotérmicas, 

efeitos antiespasmódicos, vasorrelaxantes (CUNHA, 2013; PEANA et al., 2006), 

antinocieptiva (PEANA et al., 2004; SIGMA-ALDRICH, 2014), anti-Leishmania (ROSA 

et al., 2003), e antimicrobiano podendo ser utilizado no combate aos microrganismos 

causadores de infecções hospitalares (ALVIANO et al., 2005) 

Essas classes de terpenos possuem diversas atividades biológicas comprovadas, 

como o citral, geraniol e nerol que são monoterpenos com atividade antimicrobiana 

(KHAN, AHMAD, 2011; ZORE et al., 2011; AIEMSAARD et al., 2011; NGAN et al., 

2012) e antifúngica (MIRON, 2013).  

O linalol, que também foi um dos composto encontrado no óleo essencial de L. 

brasiliensis, possui atividade cardiovascular como em estudos realizado por Anjos e 

colaboradores (2013) onde o mesmo foi capaz de liberar fatores relaxantes derivados do 

endotélio causando o relaxamento na musculatura lisa vascular; efeitos antinociceptivos 

como em um estudo realizado por Coelho e colaboradores (2013) onde ao verificar os 

possíveis danos ao DNA presente no sangue e em tecidos cerebrais constatou-se que não 

houve um aumento no índices de danos nos grupos tratados com linalol de modo a sugerir 

que ele não apresenta efeitos genotóxicos ou mutagênicos; efeito antimicrobiano de 
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acordo com um estudo realizado por Sokovié e colaboradores (2010) foi possível 

averiguar um efeito inibitório mais potente sobre as bactérias Gram-positivas do que 

contra as Gram-negativas, apresentando bons efeitos antimicrobianos por um mecanismo 

que pode ser atribuído à desnaturação das proteínas ou desidratação sobre as células 

vegetativas; e também atividade leishmanicida como no estudo realizado por Rosa e 

colaboradores (2003) houve inibição do crescimento de Leishmania amazonensis pelo 

óleo essencial de C. cajucara e linalol purificado, apresentando um percentual de inibição 

de 100% dos parasitas em uma hora, e quando observadas em microscopia eletrônica de 

transmissão constatou-se um rompimento de membrana flagelar, inchaço mitocondrial e 

alterações macroscópicas na organização das cromatinas nucleares.  

O β-mirceno foi um dos compostos majoritários presentes no óleo essencial 

(Tabela 1). Ele é caracterizado como um monoterpeno de cheiro agradável encontrado 

em várias plantas possuindo algumas atividades biológicas como atividade anticâncer 

(BHALLA, GUPTA, JAITAK, 2013), atividade analgésica (GUIMARÃES, 

QUINTANS, QUINTANS-JUNIOR, 2013), anti-Leishmania (CARVALHO et al., 2017), 

nociceptiva (SANTANA et al., 2013), atividade anti-inflamatória e cicatrizante (RIELLA 

et al., 2012) sendo esta última atividade relacionado a sua capacidade de inibir a formação 

de mediadores inflamatórios e/ou a modulação das vias centrais que controlam a dor 

(GUIMARÃES et al., 2013).  

Esse composto também apresentou atividade anti-úlcera como demonstrado em 

um estudo realizado por Bonamin e colaboradores (2014), onde foram induzidas úlceras 

peptídicas em ratos e também foi avaliado os mecanismos de ação subjacentes aos efeitos 

do β-mirceno, mostrando então um efeito gastoprotetor causando também uma 

significante diminuição nas lesões ulcerativas.  

Já o nerolidol, o segundo componente encontrado em maior concentração no óleo 

essencial extraído dos frutos de L. brasiliensis, é classificado como um álcool 

sesquiterpeno alifático também presente no óleo essencial de várias plantas e também na 

dieta humana. Ele apresenta atividades in vitro contra células de câncer (TRIANA et al., 

2013), bactérias (BREHM-STECHER, JOHNSON, 2003), fungos (PARK et al., 2009; 

JOHANN et al., 2012), e contra protozoários do gênero Tripanosoma (HOET et al., 

2005), Leishmania, (ARRUDA et al., 2005), Plasmodium (RODRIGUES GOULART et 

al., 2004; SAITO et al., 2016) e Babesia (ABOULAILA et al., 2010).  
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O principal efeito do nerolidol nas células é o aumento da fluidez lipídica da 

camada mais superficial da pele (MENDANHA et al., 2017; ALONSO et al., 2016) e a 

fluidez lipídica nas membranas dos fibroblastos (MENDANHA et al., 2013), e isso 

porque, como os outros compostos sesquiterpenos possui alta hidrofobicidade 

possibilitando a penetração através da membrana e interação com proteínas intracelulares 

e/ou sítio intra-organelas (PARK et al., 2009).  

Além de aumentar a fluidez lipídica, os sesquiterpenos, também são conhecidos 

pelas suas propriedades antioxidantes (GONZALEZ-BURGOS, GOMEZ-

SERRANILHOS, 2012), equilibrando os efeitos das espécies reativas de oxigênio 

protegendo as células contra danos oxidativos a lipídios, proteínas e DNA (VINHOLES 

et al., 2014; NOGUEIRA NETO et al., 2013) eliminando radicais livres prevenindo a 

peroxidação lipídica e aumentando a produção de enzimas antioxidantes nas células para 

proteção contra o estresse oxidativo (HALLIWELL, 1996; WANG, WANG, 

CHEN,2008).  

Estudos mostram que o nerolidol ainda exibe uma potente atividade 

antimicrobiana contra algumas cepas de bactérias Staphylococcus aureus susceptíveis ou 

resistentes a meticilina (HADA et al., 2003; TOGASHI et al., 2010) por conta de danos 

na membrana da célula e consequente lise celular (TOGASHI et al., 2010) interferindo 

também em genes que regulam a patogenicidade dos patógenos.  

Em relação ao terceiro componente majoritário, o ácido 4-octanóico éster 

metílico, caracterizado como um ácido graxo, assim como o linolênico, também presente 

no OLB. Eles são compostos por uma longa cadeia hidro-carbonada e um grupamento 

carboxila terminal, apresentando três funções principais: 1) São componentes estruturais 

das membranas biológicas; 2) Atuam como precursores de mensageiros intracelulares e 

3) São oxidados, nesse caso, gerando adenosina trifosfato (ATP) (FERREIRA et al., 

2012). 

A partir do início da década de 1970 foram realizados estudos demostrando o 

efeito dos ácidos graxos na resposta imune onde os mesmos interferem em diversos 

passos do processo inflamatório como contração vascular, quimiotaxia, adesão, 

diapedese, ativação e morte celular (HATANAKA, CURI, 2007). Para o tratamento de 

feridas, o ácido linoleico e o ácido linolênico são os mais importantes para o tratamento 

de feridas, pois não podem ser sintetizados por mamíferos, sendo chamados de ácidos 

graxos essenciais (AGE) (MAHAN, ESCOTT-STUMP, 2005).  
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Produtos à base de AGE para o tratamento de feridas podem conter um ou dois AGE 

acrescidos de outras substâncias como vitamina A, vitamina E e lecitina de soja ou 

integrar formulações de triglicérides de cadeia media (TCM) que são uteis como fonte 

nutricional, solventes, veículos e estabilizador de produtos a ser administrado por via oral, 

tópica ou parental; eles ainda podem ter usos no tratamento e prevenção de dermatite 

amoniacal e úlceras por pressão, impedindo a maceração, além de ser de importância nos 

processos de inflamação celular e capacidade de regeneração dos tecidos (MAGALHÃES 

et al., 2008). Todos esses componentes agem de forma a aumentar a resposta imune, 

acelerando o processo inflamatório, e consequentemente estimulando o processo de 

cicatrização (DE NARDI et al., 2004).  

Estudos mostram que, além dos ácidos graxos essenciais, lecitina, vitamina A e E 

também contribuem para o processo de reparação tecidual. As duas últimas possuem 

propriedades antioxidantes e protegem a membrana celular do ataque de radicais livres. 

Já a lecitina de soja, além de ser um agente de proteção, proporciona a manutenção da 

hidratação dos tecidos e ajuda no processo de cicatrização da pele (EHRLICH, HUNT, 

1968; HAMÚ, PINTO, CHAGAS, 1999).  

O ácido linoleico, também presente no OLB, exerce um importante papel 

quimiotáxico para macrófagos, sendo fundamental na expressão de componentes que 

regulam a produção de colagenase, promovendo a remoção das impurezas de feridas; 

favorece o desbridamento autolítico no leito da ferida por contribuir com a produção de 

metaloproteínas, induzindo a granulação e podendo acelerar o processo de cicatrização. 

Foi observado que além disso, o ácido linoleico é capaz de inibir o crescimento de 

Staphylococcus aureus, alterando as sínteses de proteínas, parede celular, ácidos 

nucleicos e membranas celulares durante a divisão (GREENWAY, DYKE, 1979; 

DECLAIR, 1996).  

Especificamente, o ácido linoleico é um lipídio encontrado em maior quantidade 

na camada epidérmica, sendo importante no transporte de gorduras, favorece a 

manutenção e integridade da barreira de permeabilidade epidérmica e acelera os 

processos cicatrizantes. Ele age como um modulador da membrana celular protegendo a 

lesão e agindo como um imunógeno local; é um protetor da pele contra agentes químicos 

e enzimático. Pelo fato de ser um lipídio que forma naturalmente uma barreira de 

impermeabilidade para a pele, age como um importante agente restaurador tecidual por 
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promover a quimiotaxia e angiogênese, ainda, protege a pele contra infecções por S. 

aureus, regula a permeabilidade da barreira de água da pele e proporciona a nutrição 

celular local (DENARDI et al., 2004; DECLAIR, 1996; BAJAY, JORGE, DANTAS, 

2003). 

Após a caracterização do óleo essencial dos frutos de Lithraea brasiliensis, e a 

identificação de compostos bioativos, foi avaliado sua eficácia na atividade anti-

Leishmania, antioxidante, bem como sua segurança através de ensaios de citotoxicidade 

em células de linhagem RAW e eritrócitos de carneiro in vitro e toxicidade aguda in vivo 

(modelo alternativo com larvas de Tenebrio molitor). 

Em relação a atividade do óleo essencial de Lithraea brasiliensis frente as 

promastigotas do gênero Leishmania, concluiu-se que ele foi capaz de inibir tanto o 

crescimento de L. amazonensis (Figura 6) quanto de L. infantum (Figura 7) em todas as 

concentrações testadas havendo uma diminuição na porcentagem de inibição ao decorrer 

da diminuição da concentração, sendo ela então dose-dependente, mas ainda assim 

havendo uma diminuição de 63% e 64,86% nas menores concentrações testadas, 

respectivamente. Desta forma, quando calculado a concentração inibitória mínima, que é 

o nível de uma substância suficiente para inibir in vitro determinado componente 

biológico em 50% da quantidade inicial (IC50), para L. amazonensis o tratamento com 

OLB apresentou IC50 de 80,50 µg/mL e Pentamidina®, fármaco de referência, exibiu o 

valor de IC50 de 0,7 μg/mL; e para L. infantum o OLB apresentou IC50 de 76,42 µg/ml 

e para o fármaco de referência exibiu um valor de 0,9 µg/ml (Tabela 2).  

Quando pesquisado em bases de dados os componentes majoritários identificados 

no óleo essencial de L. brasiliensis, somente o nerolidol utilizado de forma isolada 

apresentou atividade anti-Leishmania. Em um estudo realizado por  Ceole e 

colaboradores (2017) analisando o óleo essencial de Piper aduncum, onde o principal 

constituinte é o nerolidol, frente as promastigotas de Leishmania braziliensis, também 

causador da leishmaniose tegumentar, e vale ressaltar que diferentes espécies desse 

gênero têm demostrado atividade contra L. amazonensis e L. infantum (MARQUES et al., 

2010; CARMO et al., 2012; CAPELLO et al., 2015; HOUEL et al., 2015; GUTIERREZ 

et al., 2016), foi efetivo contra as promastigotas de L. braziliensis sugerindo que o 

nerolidol pode causar danos na membrana do parasita, pois o mesmo, por ser altamente 

hidrofóbico, pode facilmente atravessar a membrana celular para alcançar alvos 

intracelulares (ANTHONY, FYFE, SMITH, 2005). Os terpenos não afetam a dinâmica 
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das proteínas da membrana, em vez disso, altera a fluidez lipídica (CAMARGOS et al., 

2014) induzindo mecanismos de morte celular semelhante a apoptose.  

Desta forma, ao analisar as promastigotas de L. braziliensis tratadas com nerolidol, por 

microscopia eletrônica de transmissão, foram encontradas várias evidências morfológicas 

de um processo semelhante a apoptose como despolarização da membrana mitocondrial 

e encolhimento celular indicando que o tratamento com nerolidol levaria a morte celular 

dos parasitas através desse processo (JIMÉNEZ-RUIZ et al., 2010; GANNAVARAM, 

DEBRABANT, 2012; ISLAMUDDIN, SAHAL, AFRIN, 2014; AWASTHI et al., 2016; 

SHADAB et al., 2017). 

Em um outro estudo realizado por Carvalho e colaboradores (2017), foi avaliado 

a ação anti-Leishmania do óleo essencial das folhas de Myracrodruon urundeuva, que 

também pertence à família Anacardiaceae, e é conhecida como “aroeira-do-sertão”, frente 

as promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. Após a identificação dos constituintes 

do óleo essencial, observou-se a maior prevalência de monoterpenos e sesquiterpenos, 

destacando como maior componente o β-mirceno, e também observou-se que o OE 

mostrou um comportamento dose-dependente frente as promastigotas de L. amazonensis 

com um percentual de inibição de 100% nas duas primeiras concentrações. Os autores 

concluíram, após analises dos resultados que a atividade anti-Leishmania do óleo 

essencial não é provavelmente mediado pelo aumento da produção de oxido nítrico que 

é produzido por macrófagos e é uma das citocinas que auxilia na destruição do parasita, 

mas pelo aumento da capacidade de fagocitose.  

Por fim, em um outro estudo realizado por Machado e colaboradores (2012) 

avaliou-se a ação do óleo essencial das partes aéreas de Cymbopogon citratus frente as 

promastigotas de L. infantum, L. tropica e L. major; após análise em cromatografia 

constatou-se que um dos maiores componentes é o β-mirceno. Ao ser analisado por 

microscopia eletrônica os autores observaram um aumento do volume das células e 

organelas e vacuolização do citoplasma das células tratadas com o OE podendo haver 

uma entrada passiva, e se acumular nas membranas das células do parasita levando a um 

aumento da permeabilidade da membrana. Ao observar a ação do óleo frente aos parasitas 

do gênero Leishmania, observou-se que ele induziu a morte dos parasitas compartilhando 

várias características fenotípicas observadas na apoptose de metazoários, aqueles 

unicelulares.  
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Após a realização de testes com as promastigotas do gênero Leishmania, foi 

realizado o teste de atividade antioxidante com o intuito de determinar se o óleo essencial 

possuía tal atividade. Esse teste possui importância e relevância comercial e 

farmacológica em relação aos aditivos estudados bem como pela necessidade de 

metodologias mais simples e baratas (PALANISAMY et al., 2011). As atividades 

antioxidantes de derivados vegetais têm sido avaliadas por diferentes métodos como os 

colorimétricos, que foi o teste realizado no presente estudo onde destacam-se aqueles 

relacionados a habilidade dos antioxidantes de neutralizar radicais como DPPH (1,1-

difenil-2-picrilhidrazila) ou ABTS. [Sal de amônio do ácido 2,2’-azinobis (3-

etilbenzenotiazolina-6-sulfônico)]. 

No presente trabalho, foi realizado o teste de atividade antioxidante em ambos os 

métodos, DPPH e ABTS, e constatou-se que o óleo essencial de Lithraea brasiliensis não 

possui atividade antioxidante em nenhuma das concentrações testadas (6,25-100 µg/mL) 

(Figura 8) possivelmente pela complexidade da composição do OLB. 

Em seguida foram realizados os testes de citotoxicidade em células RAW e em 

eritrócitos de carneiro, e toxicidade em larvas de Tenebrio molitor afim de testar a 

segurança do óleo essencial.  

Para o primeiro, quando avaliado a atividade hemolítica do óleo essencial de L. 

brasiliensis em eritrócitos de carneiro, por meio do ensaio in vitro, observou-se que não 

houve citotoxicidade em nenhuma das concentrações testadas (50-0.39 mg/mL), quando 

comparado ao controle positivo (Figura 9).  

Já quando avaliado o efeito citotóxico do óleo essencial de L. brasiliensis em 

células de linhagem RAW, através do ensaio in vitro, observou-se citotoxicidade nas 

maiores concentrações do OLB (5000,1000 e 500 µg/mL), quando comparada com o 

controle positivo (Pentamidina®), não sendo observado nas demais concentrações 

(Figura 10).  

Os testes de citotoxidade contra eritrócitos são baseados na liberação de 

hemoglobina causada pela ruptura total ou pela formação de poros nas membranas 

celulares (ORSINE et al., 2012). Esse teste é bem aceito usado para avaliação preliminar 

dos efeitos protetores e tóxicos de substâncias em humanos (FRESHNEY, 2005). Em um 

estudo realizado por Carvalho e colaboradores (2017) avaliando a atividade anti-

Leishmania e citotoxicidade do óleo essencial de Myracrodruon urundeuva (Engl.) Fr. 
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All. conhecida popularmente como aroeira-do-sertão, ela demonstrou ser mais segura 

contra eritrócitos do que os medicamentos de referência indicando baixa citotoxicidade 

contra as células do hospedeiro.  

Em outro estudo realizado por Mendanha e colaboradores (2013) avaliando a 

toxicidade dos terpenos em fibroblastos comparando seu potencial hemolítico e aumento 

da fluidez da membrana de eritrócitos observou-se os monoterpeno não diferiam 

significativamente em sua potência para aumentar a fluidez lipídica, mas diferiam em sua 

capacidade de romper a membrana eritrocitária e de causar citotoxicidade em eritrócitos. 

Ainda de acordo com esse estudo, os monoterpenos menos polares, como limoneno 

mostrou menos agressão a membrana e menor citotoxicidade; já o nerolidol mostrou 

maior potencial em aumentar a fluidez da membrana como também aumentou a 

capacidade de romper a membrana e aumentou o potencial citotóxico. 

A concentração do nerolidol que causou 50% de hemólise foi de aproximadamente 2𝑥105 

moléculas/célula, no entanto, a concentração que produz um significante aumento na 

fluidez na membrana dos eritrócitos foi de 2.5𝑥109 moléculas/célula. Esse resultado pode 

ser explicado pelo fato de que as sondas de spin estão distribuídas esparsamente na 

membrana, e, portanto, a espectroscopia de sonda de spin só detecta mudanças na fluidez 

quando ocorre uma mudança generalizada na membrana, o que sugere que uma alteração 

altamente localizada na membrana eritrocitária é o suficiente para causar hemólise.  

Alguns gêneros incluídos na família Anacardiaceae são conhecidos por serem 

tóxicos e causadores de dermatite severa (CORREIA et al., 2006). Diante dos resultados 

obtidos nos testes de toxicidade e citotoxicidade, o óleo essencial de Lithraea brasiliensis 

apresenta toxicidade dependendo da concentração utilizada. No teste de toxicidade aguda 

com larvas de T. molitor, o OLB apresentou letalidade nas primeiras concentrações 

testadas havendo morte em mais da metade das larvas (Figura 11). 

As plantas em geral produzem uma variedade de substâncias químicas que podem 

apresentar diversas atividades biológicas constituindo um recurso terapêutico importante 

principalmente para uma parcela da população que não tem acesso aos medicamentos 

industrializados (TÔRRES et al., 2005). Por esse motivo, e também por serem produtos 

naturais, existe uma percepção na população que o uso de plantas no tratamento de 

doenças é natural, seguro, barato e eficaz tendo seu uso associado aos medicamentos 

convencionais (TOVAR, PETZEL, 2009). Espécies consideradas tóxicas produzem 
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metabolitos secundários que pela inalação, ingestão ou contato podem causar alterações 

patológicas levando a sérios distúrbios no organismo e até mesmo ao óbito 

(VASCONCELOS et al., 2009; JESUS, SUCHARA, 2013).  

Para isso deve ser realizado os testes de toxicidade que irá determinar o potencial 

de novas substâncias e produtos de causar danos à saúde humana e que os rotulam e 

classificam de acordo com seu potencial de letalidade ou toxicidade. Outros informações 

também podem ser registradas como mecanismos de ação tóxica, diagnóstico e 

tratamento das reações tóxicas, estabelecimento das doses para estudos adicionais a 

toxicidade, informações para a comparação de toxicidade entre as substâncias de mesma 

classe, informações sobre quais seriam as consequências de exposições acidentais, além 

de ser um padrão para a avaliação de testes alternativos ao uso de animais experimentais 

(PURCHASE et al., 1998; BLAAUBOER, 2003; PRIETO et al., 2006; COECKE et al., 

2005). 
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5 Conclusões 

Diante da importância da descoberta de novos fármacos e de medicamentos que 

sejam combinados ou não com produtos naturais de modo que potencialize o efeito dos 

mesmos, e que se diminuía os efeitos adversos e também o número de microrganismos 

resistentes a eles, faz-se necessário a descoberta desses potenciais produtos e mais que 

isso, estudos aprofundados relacionados a eles.  

São escassos os estudos relacionados ao gênero Lithraea, e mais ainda estudos 

relacionados a espécie de Lithraea brasiliensis. Sabe-se que algumas plantas pertencentes 

a essa família são tóxicas, causam dermatites de contato e ainda, que possuem algumas 

atividades biológicas como antifúngica, anti-inflamatória, antimicrobiana, anti-

Leishmania, nociceptiva.  

Com isso, conclui-se que o óleo essencial dos frutos de Lithraea brasiliensis 

apresenta baixa toxicidade para as células de linhagem RAW e eritrócitos de carneiro, 

demonstrando toxicidade dose-dependente somente aos modelos in vivo de Tenebrio 

molitor. O OLB possui atividade anti-promastigota contra os parasitos das espécies de 

Leishmania amazonensis e Leishmania infantum.  

Estes resultados nos direcionam a dar continuidade nos estudos in vitro e in vivo 

com o óleo essencial de Lithraea brasiliensis de modo a nos aprofundarmos em outras 

possíveis atividades biológicas, bem como relacionar essas atividades com os seus 

componentes químicos de forma isolada.  
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