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ATUALIZACAO

PLANTAS DA AMAZONIA BRASILEIRA COM
POTENCIAL LEISHMANICIDA in vitro

Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti'*", Renato Abreu Lima’, Sharon Rose
Aragdo Macedo"*, Neuza Biguinati de Barros**, Jodo Bezerra Facundo’,
Julio Sancho Linhares Teixeira Militdo’, Roberto Nicolete'** e Valdir Alves

Facundo’?’

RESUMO

A preocupagdo em buscar novos farmacos para o tratamento da leishmaniose ¢ cada vez maior
em virtude da toxicidade dos existentes e do aumento da resisténcia do parasito, o que representa
uma ameaga ao controle da doenga. O presente estudo apresenta uma revisao bibliografica sobre
as plantas da Amazonia brasileira com potencial atividade leishmanicida in vitro. Constatou-
se uma grande diversidade de espécies vegetais da Amazoénia brasileira com potencial para a
investigagdo de novos fitoterapicos e metabolitos secundarios com agdo leishmanicida, além
do tratamento de outras parasitoses negligenciadas. A presente revisdo demonstrou que as
espécies dos géneros Casearia, Croton e Physalis sdo fortes candidatas para busca de novos
farmacos, visto que apresentaram um IC, menor que 1pg/mL em testes in vitro contra as formas
promastigotas ou amastigotas de Leishmania spp. Ressalta-se a importancia de estudos futuros
sobre espécies que apresentem metabolitos terpenoides ou esteroides em virtude do potencial
leishmanicida que tém demonstrado.

DESCRITORES: Leishmaniose; quimioterapia; etnofarmacologia.

ABSTRACT

Plants of the Brazilian Amazon with potential in vitro antileishmania activity

The need to find new drugs for the treatment of leishmaniasis is increasing due to the toxicity
of existing drugs and an increase in parasite resistance, which is a threat to disease control. The
present study describes a literature review on the plants of the Brazilian Amazon with potential

1. Programa de Pés Graduagdo em Biologia Experimental da Universidade Federal de Rondénia (UNIR), Porto Velho, RO, Brasil.

2. Laboratério de Fisiofarmacologia da Universidade Federal do Acre (UFAC), Rio Branco, AC, Brasil.

3. Programa de Pos Graduagdo em Biodiversidade e Biotecnologia da Amazonia Legal (Rede Bionorte), Manaus, AM, Brasil.

4. Laboratorio de Biotecnologia Aplicada a Saude (Labiotec), Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ- Rondénia), Porto Velho, RO, Brasil.
5. Departamento de Quimica da UNIR, Porto Velho, RO, Brasil.

Autor Correspondente: Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti, Getulio Vargas, n°654, Centro, CEP 69900-060, Rio Branco, AC, Brasil.
E-mail: dionatas@icbusp.org

Recebido para publicagdo em: 22/2/2015. Revisto em: 27/8/2015. Aceito em: 9/12/2015.

Rev Patol Trop Vol. 44 (4): 359-374. out.-dez. 2015 359



antileishmania activity in vitro. A great diversity of plant species in the Brazilian Amazon
was found with potential for research on new herbal therapies and secondary metabolites
with leishmanicidal activity, in addition to treatment of other neglected parasitic diseases.
This review showed that the species of the genera Casearia, Croton and Physalis are strong
candidates in the search for new drugs, because both had an IC, lower than 1 mg/mL in in
vitro tests against promastigotes or amastigotes of Leishmania spp. Further studies of species
that have terpenoid or steroids metabolites may also be indicated, due to the antileishmanial
potential that they demonstrate.

KEY WORDS: Leishmaniasis; chemotherapy; ethnopharmacology.

INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa ¢ parasitaria causada por
protozoarios do género Leishmania, os quais infectam o hospedeiro vertebrado
por meio da picada de vetores fémeas dos géneros Lutzomyia, no Novo Mundo, e
Phlebotomus, no Velho Mundo (Figueiredo et al., 2014). Esta enquadrada no grupo
de enfermidades conhecidas como “doengas negligenciadas”, assim nomeadas por
serem doengas que acometem milhares de pessoas em sua grande maioria com
baixa renda e residentes em paises subdesenvolvidos (Bezerra et al., 2012).

No Brasil, a leishmaniose atinge 19 estados ¢ mais de 90% dos casos
humanos da doenga concentram-se nas Regides Norte ¢ Nordeste, havendo ainda
focos importantes nas Regides Centro-Oeste ¢ Sudeste (Gil et al., 2008; Monteiro
etal., 1994).

Mesmo com a elevada incidéncia de leishmaniose no Brasil € no mundo,
poucas s3o as alternativas para o seu tratamento ¢ os agentes terapéuticos
atualmente disponiveis sdo ineficientes. Fica, portanto, evidenciada a necessidade
urgente de novos candidatos a farmacos para o tratamento desta enfermidade
(Croft et al., 2006; Santos et al., 2013). Ainda hoje a primeira escolha para o
tratamento de leishmanioses tem sido os antimoniais pentavalentes (Sb*"), sendo
também utilizados amidinas, poli€nico, aminoglicosideos e hexadecilfosfocolina
(miltefosina), porém alguns desses apresentam toxicidade para o paciente (Bezerra
et al., 2004; Figueredo et al., 2014).

Diferentes pesquisadores t€ém demonstrado o uso popular de plantas no
tratamento de parasitoses como as leishmanioses. Muitos compostos isolados de
plantas tais como chalconas, alcaloides, nalftoquinonas, lignanas, neolignanas e
terpenos ja tiveram descrita sua atividade promissora contra protozoarios (Quellette
et al., 2004; Singh & Siwakumar, 2004).

Na busca por novas alternativas para o tratamento da leishmaniose, estudos
tém direcionado esforcos em prol de pesquisas sobre compostos naturais extraidos
de plantas que sdo eficazes contra Leishmania spp e tém reduzida toxicidade para
hospedeiros humanos (Calderon et al., 2009; Ferreira et al., 2010). Assim, o presente
estudo objetivou a realizagdo de uma revisao bibliografica com foco na descri¢ao de
plantas da Amazdnia brasileira com potencial leishmanicida in vitro.
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ETNOFARMACOLOGIA LEISHMANICIDA

Foram encontradas 32 espécies de plantas da Amazdnia brasileira
com atividade leishmanicida distribuidas em 18 familias botanicas. Destas,
27 apresentaram acdo contra a espécie Leishmania amazonensis, 7 contra
Leishmania donovani, 6 contra Leishmania braziliensis, 3 contra Leishmania
chagasi, 2 contra Leishmania guyanensis e 2 contra Leishmania major.

Os dados tabulados levaram em consideragdo a concentragao inibitoria
de 50% da populagdo em teste (IC50) e foram assim organizados: baixa atividade
(IC,>100), atividade moderada (10<IC,>100) e elevada atividade (IC50<10).
Este padrio ¢ utilizado para mensurar a agdo contra organismos eucarioticos tais
como: antiplasmddica, leishmanicida e antitripanossomal (Amante et al., 2011;
Meneguetti et al., 2014).

PLANTAS COM ATIVIDADE CONTRA FORMAS PROMASTIGOTAS DE

Leishmania spp

As formas promastigotas de Leishmania sp sdo flageladas extracelulares
e estdo presentes no trato digestdrio dos insetos vetores (Choi and Lerner,
2001; Soares-Bezerra et al., 2004).

Foram encontradas 27 espécies de plantas amazonicas com atividade
contra formas promastigotas de Leishmania spp, divididas em 16 familias
conforme pode ser observado na Tabela 1.

A presente andlise ndo levou em considerag@o os efeitos citotoxicos,
visto que boa parte dos autores acima citados ndo realizaram essas analises em
seus estudos. Aqueles que as fizeram utilizaram técnicas e modelos diferentes,
o que torna dificil a comparagao e discussao dos resultados.

Os extratos com potencial acdo contra formas promastigotas foram
isolados da espécie C. sylvestris, cujos extratos hexanicos do cerne, da
casca do caule e o extrato etanolico da casca da raiz apresentaram um IC,|
respectivamente, de 0,3 pg/mL, 0,2 ug/mL e 0,1 pg/mL contra L. donovani
(Mesquita et al., 2005).

Extratos de C. sylvestris t€m sido utilizados na medicina popular como
agentes anti-inflamatdrios, antiulcerogénicos, antiofidicos e antitumorais
(Ferreiraetal., 2011), sendo descritos por Mesquita et al. (2005) como potentes
tripanocidas.
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A composi¢do quimica de C. sylvestris é caracterizada principalmente
por diterpenos tipo clerodanicos (Bou et al., 2014), entre eles: casearvestrina
A, casearvestrina B, casearvestrina C (Oberlies et al., 2002) 15-hidroxi-
3-cleroden-2-one, acido (-)-hardwickiic (Santos et al., 2007), casearina A,
casearina B, casearina G, casearina J (Bou et al., 2014; Santos et al., 2007),
casearina U, casearina V, 2B-metoxi-cleroda-3,13-dien-18-carboxi-15,16-
olideo,  15&-metoxi-cleroda-3,12-dien-18-carboxi-15,16-olideo,  15-oxo-
echinofilina A, echinofilina A, acido (—)-patagonico, tirosol, oplopanona,
4-hidroxi-4-metil-2-[(1R)-1-(1-metiletil)-4-oxopentil]-2-ciclohexen-1-ona e
1B,60-dihidroxieudesman-4(15)-eno (Wang et al., 2009a). Sdo encontrados
também diterpenos glicosideos, como silvestrisides A e B (Wang et al.,2009b).

Os metabdlitos casearinas isolados de C. sylvestris t€ém demonstrado
uma boa a¢do contra Trypanosoma cruzi ¢ Leishmania spp (Bou et al., 2014),
provavelmente por provocarem o rompimento da membrana plasmatica
do parasito. Isso ocasiona esgotamento dos gradientes idnicos, efluxo de
nutrientes e outros componentes citoplasmaticos, provocando a lise osmética e,
consequentemente, a morte celular (Marr et al., 2012).

Das espécies estudadas contra L. amazonensis, os extrados com melhor
acdo foram o hexanico e o metandlico das folhas da espécie L. pubescens,
com IC,  de 3,5ug/mL e 3,9ug/mL respectivamente. Estes extratos também
demonstram agdo contra as bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae ¢ Enterococcus faecalis (Silva et al., 2014), além de
atividade antinociceptiva, anti-inflamatoria (Silva et al., 2012) ¢ antioxidante.
Esta ultima provavelmente em decorréncia dos compostos fendlicos detectados
nesta espécie (Silva et al., 2011), além de acido palmitico, estearico e linoleico;
fitol e sitosterol (Silva et al., 2012; Silva et al., 2014).

A presenca do sitosterol e do fitol pode justificar a agdo leishmanicida
dessa espécie, visto que, em estudo realizado por Torres-Santos et al. (2004), o
sitosterol inibiu 70% das formas promastigotas de L. amazonensis. Demonstrou
também atividade antiproliferativa contra células de tumores humanos (Cunha-
Filho et al., 2010), sugerindo que induz a endorreduplicagdo ¢ promove a
dindmica dos microtiibulos do fuso por meio de vias de sinalizagdo. O fitol,
por sua vez, tem demonstrado indugdo de apoptose (Komiya et al., 1999),
provocando citotoxicidade em linhagens celulares de cancro como HL60
(Block et al., 2004).

Contra o agente etioldgico L. braziliensis, a espécie G. elliptica
demonstrou os melhores resultados com IC, de 6,4ug/mL do extrato
cloroformico e de 10 pg/mL do extrato metandlico, ambos preparados da
entrecasca (Almeida et al., 2011). A espécie G. elliptica apresenta em sua
estrutura quimica: a)norisoprenoides: blumenol B e 6-epiblumenol B; b)
triterpenos: friedelina, friedelanol, o-amirina, B-amirina, epifriedelanol,
moretenol, e ursa-9(11),12-dien-3-ol; c)sesquiterpenos: trans-cariofileno e
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a-humuleno; d)ésteres de acidos graxos: palmitato de etila, linoleato de etila,
oleato de etila, estearato de etila e hidnocarpato de etila (Almeida et al., 2011).

Uma das provaveis explicagdes para a atividade leishmanicida desta
espécie ¢ a presenga de triterpenos e sesquiterpenos, visto que sua eficacia
antiparasitaria ¢ demonstrada por varios estudos (Begum et al., 2014; Teles et
al., 2011; Torres-Santos et al., 2004).

Torres-Santos et al. (2004) e Teles et al. (2011) estudaram a agdo
de triterpenos isolados sobre as formas promastigotas de L. amazonensis e
descobriram que triterpenos pentaciclicos com maior numero de grupos de
hidroxilas apresentam maior a¢do antipromastigota. Outro estudo demonstra
que os triterpenos estimulam a granulocitose ¢ a fagocitose, auxiliando
no combate a infeccdo (Akihisa et al., 1996). Porém, mesmo com essas
informagdes, até o momento o mecanismo de agdo pelo qual os triterpenos
inibem o crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp ainda ndo
foi totalmente elucidado (Lima et al., 2011).

Entre os metabdlitos secundarios isolados, o que apresentou melhor
resultado — IC, de 0,004 pg/mL — foi o linalol (Figura la) isolado das folhas
da espécie C. cajucara, que também apresentou 6leo essencial com IC, de
0,008 pg/mL; ambos tiveram agdo contra células promastigotas da espécie L.
amazonensis (Rosa et al., 2003).

OH

Figura 1. Estrutura quimica de metabolitos secundarios isolados de plantas
amazoOnicas com promissora atividade leishmanicida: A) Linalol; B) Fukugetina; C)
3B,6B,16B-triidroxilup-20(28)-eno; D) Fisalina B; E) Fisalina F.

366 Rev Patol Trop Vol. 44 (4): 359-374. out.-dez. 2015



Um dos mecanismos de ag@o do linalol estimula a produggo de espécies
reativas de oxigénio, como o 6xido nitrico (NO), o que inibe a atividade da
cadeia respiratoria mitocondrial e diminui os niveis de adenosina trifosfato
(ATP) e glutationa das células (Rondon et al., 2012; Usta et al., 2009),
originando sua agdo leishmanicida.

O linalol também apresenta agdo tripanossomicida contra células
epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi (Santoro et al., 2007), antibacteriana
sobre bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas (Park et al., 2012), atuando
contra as espécies S. aureus, E. faecalis, E. coli, Klebsiella oxytoca, Proteus
mirabilis, Salmonella typhi ¢ P. aeruginosa (Mazzanti et al., 1998). Estudo
realizado com as bactérias S. aureus, E. coli e S. typhimurium descreve outros
mecanismos de agdo do linalol que provocam alteragdo da permeabilidade
e da fungdo da membrana plasmatica, perda da materia intracelular e,
consequentemente, morte celular (Zengin & Baysal, 2014). Outra atividade
descrita para o linalol é a a¢@o contra os fungos Candida albicans, Candida krusei
e Candida tropicalis (Mazzanti et al., 1998). Esta acdo antifingica também foi
observada em 6leos essenciais que contém linalol, contra as espécies Pythium
ultimum, Sclerotium rolfsii, Phytophthora capsici € Septoria tritici (Angioni et
al., 2003). Os 6leos essenciais que contém linalol em sua composig¢do quimica
também apresentam agdo in vitro contra células epimastigotas e tripomastigotas
de T. cruzi (Santoro et al., 2007).

Outros metabolitos que apresentaram bons resultados contra
promastigotas foram fukugetin (Figura 1b), isolado da espécie G. brasiliensis,
e 3pB,6B,16B-triidroxilup-20(29)-eno (Figura 1c¢), isolado de C. Leprosum, com
IC,,de 3,2 pg/mL e 3,3 pg/mL respectivamente, ambos contra L. amazonensis
(Pereira et al., 2011; Teles et al., 2011).

O metabolito 3p,6B,16B-triidroxilup-20(29)-eno também apresentou
atividade antinociceptiva (Pietrovski et al., 2006) e microbiologica (Lima
et al., 2011), tendo sido desenvolvida ainda uma formulagdo lipossomal que
reduziu a taxa de infec¢@o de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c
por promastigotas ¢ amastigotas de L. amazonensis (Barros et al, 2013). Uma
das provaveis explicagdes para a agdo leishmanicida deste metabolito ¢ a
desestabilizagdo da membrana plasmatica (Broniatowski et al., 2012).

PLANTAS COM ATIVIDADE CONTRA FORMAS AMASTIGOTAS
INTRACELULARES DE Leishmania spp

Foram encontradas nove espécies de plantas amazonicas com atividade
leishmanicida sobre formas amastigotas intracelulares, divididas em oito
familias, conforme pode ser observado na Tabela 2.
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Os extratos que apresentaram melhores resultados contra células

amastigotas intracelulares de L. amazonensis foram o hexanico e o

matanolico das folhas de L. pubescens com IC, de 22,1 pg/mL e 35,9 ug/

mL respectivamente. Resultados esses bem superiores aos obtidos em formas

promastigotas, nas quais os extratos apresentaram IC_ abaixo de 4,0 ug/mL
(Silva et al., 2014). Estes extratos também demonstraram citotoxicidade para

, aproximadamente, quatro vezes menor que a

apresentada pelas formas amastigotas de L. amazonensis (Silva et al., 2014).

r

lulas do hospedeiro, porém

r

ce

Fica, portanto, demonstrada a importancia da realizacdo de estudos futuros
para o isolamento de metabolitos secundarios que revertam a citotoxicidade e

potencializem os efeitos leishmanicidas.
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Assim como demonstram os dados relativos as formas promastigotas,
a espécie C. cajucara foi responsavel pelo melhor resultado com metabolito
secundario isolado quando testada contra amastigotas de L. amazonensis.
Nesse caso, o linalol retirado das folhas demonstrou um IC,  de 0,01 pg/
mL, mantendo um perfil similar ao observado com o 6leo essencial também
extraido das folhas com IC, de 0,02 pg/mL (Rosa et al., 2003).

Estudo realizado por Rosa et al. (2003) demonstrou que células tratadas
com linalol produziram o dobro da quantidade de NO em relagdo ao controle
negativo, o que refor¢a a hipotese de que sua agdo consiste em estimular a
producdo de NO por macrofagos, provocando a erradicagdo da infecgdo por
Leishmania spp. Além disso, o linalol ndo apresentou citotoxicidade contra
as linhagens de células de carcinoma cervical humano (HeLa), carcinoma
de pulmdo humano (A-549), adenocarcinoma do co6lon humano (HT-29),
células do rim de primatas (Vero) (Silva et al., 2007) e macrofagos peritoneais
de camundongos (Rosa et al., 2003; Silva et al., 2007), o que demonstra a
inocuidade citotoxica contra células de mamiferos (Rosa et al., 2003) e um
grande potencial farmacologico.

Os metabodlitos fisalinas B (Figura 1d) e F (Figura le), isolados das
folhas de P. angulata, também apresentaram resultados promissores com IC,
de 0,05 pg/mL contra L. major e IC,  de 0,06 pg/mL contra L. amazonensis
(Guimardes et al., 2009).

A atividade in vivo da fisalina F foi demonstrada em um modelo
de leishmaniose cutianea em camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis. Estes resultados sugerem a utilizag@o de fisalina como uma droga
alternativa no tratamento da leishmaniose cutanea (Guimaraes et al., 2010a).

Fisalinas B ¢ F tém atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora
(Soares et al., 2003; Soares et al., 2006), inibindo a produgdo de NO e
citocinas pro-inflamatérias como interleucina-12 (IL-12), fator de necrose
tumoral-a. (TNF-a) e fator nuclear kappa B (NF-kB) (Jacobo-Herrera et
al., 2006; Soares et al., 2003). A IL-12 estimula a produ¢do de interferon-
gama (IFN-gama) pelos linfocitos T e pelas células (NK). Estas, por sua
vez, ativam os macrofagos para destruirem os parasitos de Leishmania spp
(Seder et al., 1993). O TNF-a também ativa os macrofagos para eliminar as
formas intracelulares do parasito por meio de um mecanismo que envolve a
produgdo de NO (Bogdan et al., 1990). O NF-kB é um fator de transcrigdo
importante nas respostas inflamatdrias. Acredita-se que sua inibigdo ocorre em
virtude de uma ligagdo dupla e um anel epdxido entre os carbonos 5 e 6 das
fisalinas B e F respectivamente (Jacobo-Herrera et al., 2006; Guimarées et al.,
2009). Apesar de o efeito benéfico do tratamento com fisalinas in vivo parecer
contraditorio por sua atividade inibitoria promissora e, a0 mesmo tempo, agdo
imunossupressora, acredita-se que a inibigdo de crescimento de Leishmania
in vivo ocorreu gragas a agdo direta destes seco-esteroides no parasito. Estes
também apresentam propriedades anti-inflamatdrias que podem ser relevantes
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para o processo de cicatrizagdo das lesdes cutaneas de leishmaniose, sugerindo
que os dois mecanismos de agdo das fisalinas, o imunomodulador e o
leishmanicida, desempenham um papel no tratamento da leishmaniose cutanea
(Guimarées et al., 2009).

As fisalinas B e F inibem o crescimento de varios tipos de células de
leucemia humana in vitro, tendo fisalina F demonstrado citotoxicidade in vitro
em linhagens celulares de cancro humano (Wu et al., 2012). Isso indica que
fisalina F pode atuar potencialmente como um quimiopreventivo ou agente
quimioterapéutico ao desencadear mecanismos de apoptose que ocorrem pela
fragmentagdo do DNA e externalizacdo de fosfatidilserina (Ooi, 2013). Nédo
foram encontrados estudos que demonstrassem a citotoxicidade das fisalinas
B e F sobre macrofagos de mamiferos, o que sugere a necessidade de estudos
para a avaliagdo dos riscos genotoxicos in vivo.

CONSIDERACOES FINAIS

Constatou-se uma grande diversidade de espécies vegetais da Amazonia
brasileira como potenciais fontes de compostos para a investigagdo de novos
fitoterapicos e metabolitos secundarios com agdo leishmanicida. A presente
revisdo demonstrou que as espécies dos géneros Casearia, Croton e Physalis
sdo fortes candidatas para busca de novos farmacos leishmanicidas, pois
apresentaram um IC, menor que 1pg/mL em testes in vitro contra as formas
promastigotas ou amastigotas de Leishmania spp. Ressalta-se a importancia
de estudos futuros sobre espécies que apresentem metabdlitos terpenoides ou
esteroides, juntamente com estudos citotoxicos, indispensaveis para avaliar
a real atividade antiparasitdria especifica. Porém, para a realizagdo desses
estudos, além de apoio financeiro, ¢ necessaria a interacdo entre diferentes
laboratorios e grupos de pesquisa para a formacao de equipes multidisciplinares
e interdisciplinares, o que ird potencializar o nivel da pesquisa na regido e
maximizar a probabilidade de descoberta de novos fArmacos antiparasitarios.
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