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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT), doenca infecto-parasitaria causada por protozodrios
do género Leishmania, é ainda um dos maiores problemas de saide publica afetando cerca de 12
milhdes de pessoas em 88 paises, com o registro de 1-2 milhdes de novos casos anualmente. De
todos os casos de LT, 90% ocorrem no Brasil, Peru, Afeganistao, Algéria, Arabia Saudita, Siria e
Ira (Neves, 1998; WHO, 2002; Gontijo; Carvalho, 2003; Dujardin, 2006).

No Brasil, a leishmaniose é uma antropozoonose emergente devido principalmente as
mudancgas ocorridas na cadeia epidemioldgica, incluindo alteragdes nos reservatorios, vetores €
hospedeiros, em decorréncia das condi¢des sociais, econdOmicas e culturais da populacdo. A
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) tem sido apontada em praticamente todos os
estados brasileiros com aumento progressivo de casos nos ultimos anos, registrando-se surtos nas
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. No periodo de 1994 a 1998 a regido
Nordeste do Brasil apresentou um aumento no nimero de municipios atingidos pela LTA e no
Maranhdo este crescimento foi de 39% no periodo estudado, registrando casos em 88,5% dos
municipios, com coeficiente de detecgao em 1999 de 55,72/100.000 habitantes e com uma média
de 2.055 pacientes/ano. Em 2004 e 2005, o Maranhao apresentou o maior nimero de notificacdes
de LTA no Nordeste registrando 3.123 e 3.326 casos, respectivamente. Dentre os municipios
maranhenses um dos mais afetados € Buriticupu, situado na Amazodnia do Maranhao distando 450
km de Sdo Luis que, em 2004 e 2005, apresentou o maior nimero de registros com percentual de
5,68 e 6,13% do total de casos de LTA do estado, respectivamente (Ministério da Sadde, 2000;

Rebélo et al., 2000 a,b; Rebélo et al., 2001 a,b; Brasil, 2006; SINAN, 2006).



As espécies de Leishmania induzem grande variedade de manifestacdes clinicas a
depender da interacdo entre a resposta imune do hospedeiro e a patogenicidade do parasito
(Almeida et al., 2003).

A LTA apresenta-se sob trés formas clinicas: a leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
cutaneomucosa (LCM) e a leishmaniose cutinea difusa (LCD).

Na LC, as lesdes de pele podem ser caracterizadas na forma localizada (Unica ou
multipla) sendo que, na maioria dos casos, a doenca apresenta-se como uma lesdo unica ulcerada
(Neves, 1998).

Na LCM, as infeccdes podem comprometer o trato respiratorio ou digestivo alto,
atingindo o nariz, nasofaringe, cavidade oral e laringe. As lesdes da mucosa nasal iniciam-se por
ulceracdes do septo nasal, com grande potencial destrutivo e mutilante (Ministério da Satde,
2000).

Entre as formas menos comuns da LTA, a LCD caracteriza-se por lesdes nodulares e
infiltracdes cutaneas, que em geral ndo cicatrizam e sdo classicamente rebeldes ao tratamento
medicamentoso, pela natureza cronica e por um estado de anergia seletiva da imunidade celular.
Leishmania amazonensis é a espécie determinante da LCD, estando associada a outras
manifestacdes clinicas incluindo LC, LCM, leishmaniose visceral e tegumentar pds-calazar
(Barral et al, 1991; Aleixo et al, 2006).

Além da espécie L. amazonensis, foram identificados no Brasil, como causadoras de
LTA humana, Leishmania brasiliensis, Leishmania guyanensis, Leishmania naiffi, Leishmania
shawi e Leishmania lainsoni (Neves, 1998; Ministério da Satude, 2000). A LTA ¢ transmitida
habitualmente através da picada de insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, género Lutzomyia (Neves, 1998). O principal vetor de L. amazonensis é

Lutzomyia flaviscutellata, espécie silvestre encontrada principalmente em florestas primdrias e



secunddrias, pouco antropofilica e de hédbitos noturnos. Estudo realizado sobre a presenca de
fleblotomineos na Ilha de Sao Luis, evidenciou a presenga dessa espécie nos ambientes de mata,
peridomicilio e intradomicilio (Rebélo et al. 1999).

A transmissdo ocorre quando o flebotominio ao exercer o repasto sanguineo, introduz
no local da picada formas promastigotas metaciclicas de Leishmania sp.. Dentro de 4 a 8 horas
estas sdo interiorizadas por macrofagos teciduais, diferenciando-se em formas amastigotas que
irdo se multiplicar por divisdo bindria. Os macréfagos entdo se rompem iniciando assim uma
reacdo inflamatéria no local. O periodo decorrido entre a picada do inseto e o aparecimento da
primeira lesdo varia de duas semanas a trés meses (Neves, 1998).

O tratamento da leishmaniose € feito principalmente com medicamentos a base de
antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina), introduzidos
como quimioterdpicos na década de 40, enquanto anfotericina B e pentamidina sdo as de segunda
escolha na terapéutica. Contudo, a utilizacdo destas drogas é questiondvel em virtude da eficicia
varidvel entre as espécies de Leishmania, o alto custo, a via de administracdo parenteral e a
elevada toxicidade com efeitos adversos como mialgias, nefrites, alteragdes hepaticas, distirbios
gastrintestinais, respiratérios, cardiovasculares e até arritmias fatais e morte subita (Croft;
Coombs 2003; Paula et al., 2003; Rath et al., 2003; Ouellette et al., 2004; Oliveira et al., 2005).
Além disso, hd relatos de resisténcia dos parasitos devido a baixas dosagens e tratamentos
descontinuos. Como alternativa mais recente, o miltefosine tem sido usado no tratamento da
leishmaniose visceral causada por L. donovani com a vantagem da administra¢io oral. Contudo,
no tratamento de LTA por L. brasiliensis, ndo houve boa eficédcia, ainda necessitando de estudos

adicionais em relacdo as demais espécies de Leishmania (Soto et al., 2004).



A OMS tem estimulado pesquisas com drogas alternativas em virtude principalmente do
aumento do nimero de co-infeccdo de LTA e AIDS, ja que os imunodeprimidos ndo respondem
bem ao tratamento convencional (WHO, 2002).

Intiimeros compostos naturais isolados de plantas tiveram e continuam tendo um grande
impacto na sobrevida e no tratamento de vdrias enfermidades humanas. Além disso, as plantas
sdo importantes fontes de substincias, muitas das quais se constituem em matérias-primas ou
prototipos para sintese de novos farmacos. Os compostos ativos dotados de atividade terapéutica
sdo em geral metabdlitos secundarios, tais como flavonoéides, alcaldides, taninos, terpenos entre
outros, produzidos nas espécies (Rates, 2000; Simdes et al., 2003). Estima-se que 40% dos
medicamentos comercializados sdo desenvolvidos de fontes naturais, sendo 25% oriundos de
espécies vegetais (Cragg et al., 1997). Aproximadamente 60% das drogas anti-tumorais,
antiparasitdrias, antibacterianas e antivirais comercializadas ou na fase dos testes clinicos sdo de
origem natural (Shu, 1998). Apesar dos estudos ja realizados, dados mostram que somente 15 a
17% da vasta diversidade floristica, estimada em torno de 250 mil espécies no mundo, foram
estudadas quanto ao seu potencial medicinal (Soejarto, 1996).

A necessidade de identificar novos compostos anti-Leishmania mais eficazes e menos
téxicos em relacdo as drogas convencionais tem movido pesquisas na busca de produtos naturais
isolados de espécies vegetais. Substancias predominantemente das classes dos alcaldides,
terpenos, flavondides, benzopiranos, compostos fendlicos e lactonas sesquiterpénicas, vem sendo
identificadas nas espécies vegetais com atividade anti-leishmanial (Iwu et al., 1994; Carvalho;
Ferreira, 2001; Rocha et al., 2005). Em virtude da facilidade de manuten¢do e produgao, cultura
de formas promastigotas de Leishmania spp. tem sido muito empregada na triagem desses

compostos naturais (Fumarola et al., 2004).



Pesquisas vém sendo realizadas com a finalidade de averiguar a atividade leishmanicida
de extratos e/ou constituintes de plantas. Quarenta e trés espécies vegetais, selecionadas pelo uso
na medicina tradicional ou pela relacio quimiotaxondmica com outras espécies ativas para
Leishmania, tiveram seus extratos metandlicos e aquosos testados. Destes, oito apresentaram
valor de Clsp menor que 10pg/mL para formas promastigotas de L. donovani (Camacho et al,
2003).

Trinta um extratos de treze plantas medicinais do Cerrado Brasileiro foram avaliados
para atividade contra promastigotas de Leishmania donovani. Quinze extratos mostraram-se
ativos, destacando a espécie Casearia sylvestris var. lingua que exibiu Clso de 0,1pg/mL
(Mesquita et al., 2005).

Ensaios bioldgicos para atividade antiprotozodria de extratos etandlicos de espécies
vegetais do Brasil foram realizados demonstrando maior atividade para Nectandra falcifolia Nees
com Clsp de 138,5ug/mL (Truiti et al., 2005).

Da casca do caule de Machaerium multiflorum Spruce, espécie amazodnica, foram
isolados cinco substancias hexahidrodibenzopiranos, entre as quais o machaeridiol B que
demonstrou atividade para formas promastigotas de Leishmania donovani com Clsy de 0,9ug/mL
(Muhammad et al, 2003).

Um novo alquil fenol isolado de Oxalis erythrorhiza, demonstrou inibir em 100% as
formas promastigotas de L. amazonensis e L. donovani a concentracao de 100pg/mL (Feresin et
al, 2003).

As raizes de Jatropha grossidentata, conhecida como pido, apresentaram significativa
atividade as formas promastigotas de Leishmania. Os diterpenos jatrogrossidiona e jatrofona

foram responsdveis pela atividade com Cl;¢ de 0,75pug/mL e 5pug/mL, respectivamente. Ressalta-



se que Jatropha gossypifolia, o nosso pido-roxo, muito difundido no Maranhao, apresenta em sua
composi¢do esses dois diterpenos (Schmeda-Hirchmann, 1996).

O extrato bruto e as fragdes obtidas de folhas de Piper regnellii, género comum do
Norte e Nordeste brasileiro, foram avaliados sobre o crescimento de formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, exibindo a fragdo hexanica como a de melhor atividade anti-
leishmanial com Clsg de 21,5 pg/mL (Nakamura et al., 2006).

Moreira et al., (1998) ao realizar levantamento sobre a utilizagdo de plantas no
tratamento de feridas leishmanidticas no municipio de Buriticupu-MA, evidenciaram maior uso
das espécies Anacardium occidentale (caju), Stachytarpheta cayennensis (gervao), Allium
sativum (alho), Chenopodium ambrosioides (mastruz) e Copaifera ssp.(copaiba). Estudos da
atividade anti-leishmanial do extrato alcodlico das folhas de gervdo demonstraram a acdo
leishmanicida desta espécie nas concentragdes de 500 e 1000pg (Moreira et al., no prelo).

Considerando a toxicidade, resisténcia e eficdcia varidvel do arsenal terapéutico atual, a
endemicidade das leishmanioses no Estado do Maranhdo e a diversidade da flora no Brasil,
estudos quimico-bioldgicos de espécies vegetais tornam-se essenciais para a descoberta de novas
substancias naturais com atividade anti-Leishmania. Assim, propomos estudos das espécies
norteados por levantamentos etnobotanicos e dados quimiotaxondmicos na busca de selecionar
espécies para esses estudos com agdo leishmanial, que possam ser aproveitadas para o possivel

uso no tratamento das leishmanioses.



2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-Leishmania, in vitro, de extratos de espécies vegetais cultivadas
no Maranhdo e selecionar extratos para a realizacdo do fracionamento biomonitorado, na busca
de fracdes e/ou substancias bioativas, que possam ser utilizados na produgdo de firmacos para

tratamento das leishmanioses.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Contribuir com informagdes cientificas sobre espécies vegetais que possam indicar

novas drogas antileishmaniais.

* Buscar as fracdes e/ou principios ativos do extrato hidroalcodlico de Tephrosia

cinerea (L.) Pers.

* Contribuir na elaboracdo de monografias de espécies vegetais com atividade anti-

Leishmania.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1° ARTIGO:

Avaliacio da atividade leishmanicida in vitro de plantas medicinais
Jeamile L. Bezerra, Graciomar C. Costa, Thaiana C. Lopes, Izabelle C.D.S. Carvalho, Fernando
J. Patricio, Sanara M. Sousa, Flavia M.M. Amaral, José Manuel M. Rebélo, Rosane N.M. Guerra,

Maria Nilce S. Ribeiro, Flavia R.F. Nascimento.

2° ARTIGO:

Atividade anti-Leishmania das fracoes obtidas do Extrato hidroalcodlico de Tephrosia
cinerea (L) Pers.
Jeamile L. Bezerra, Graciomar C. Costa, José Manuel M. Rebélo, Rosane N.M. Guerra, Flavia

R.F. Nascimento, Maria Nilce S. Ribeiro.



Avaliacio da atividade leishmanicida in vitro de plantas medicinais

Jeamile L. Bezerral, Graciomar C. Costaz, Thaiana C. Lopesz, Izabelle C.D.S. Carvalholl,
Fernando J. Patricioz, Sanara M. Sousaz, Flavia M.M. Amaralz, José Manuel M. Rebelo3, Rosane

N.M. Guerraz, Maria Nilce S. Ribeirol, Fl4via R.F. Nascimento® .

"Laboratério de Farmacognosia, Departamento de Farmdcia, Universidade Federal do Maranhao,
Campus do Bacanga, Av. dos Portugueses s/n, Sdo Luis, Maranhdo — Brasil, 65085-580.
*Laboratério de Imunofisiologia, Departamento de Patologia, Universidade Federal do Maranhio,
Campus do Bacanga, Av. dos Portugueses s/n, Sdo Luis, Maranhdo — Brasil, 65085-580.
3Laboratério de Entomologia e Vetores, Departamento de Biologia, Praca da Madre Deus, 2, Sao

Luis, Maranhio — Brasil, 65025-580

*E-mail: nascimentofrf @yahoo.com.br Tel 55 98 21098548



RESUMO: Na busca de novos agentes leishmanicidas, avaliamos em culturas de promastigotas
de Leishmania amazonensis o efeito dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Tephrosia cinerea
(L.) Pers. (Fabaceae), Dichorisandra sp. (Commelinaceae), Syzygium jambolanum DC.
(Myrtaceae), Julocroton triqueter (Lam.) Didr. var. triqueter (Euphorbiaceae), Passiflora edulis
Sims (Passifloraceae), Cecropia sp. (Cecropiaceae), Chenopodium ambrosioides L.
(Chenopodiaceae), Pedilanhus tithymaloides (L.) Poit (Euphorbiaceae), Peristrophe angustifolia
Nees (Acanthaceae) e o extrato aquoso do mesocarpo de Orbignya phalerata Mart. (Arecaceae).
As promastigotas de Leishmania amazonensis foram cultivadas em presenca de 31,3; 63,5; 125,0;
250,0 e 500,0 pg/mL dos extratos por 24 horas. Ao final desse periodo foi calculada a
concentracdo inibitdria do crescimento (Clsg) em relac@o as culturas ndo tratadas com os extratos.
Os extratos das espécies J. triqueter, Dichorisandra sp. € T. cinerea apresentaram maior eficicia
em induzir a morte das promastigotas, com Clsg de 29,5; 32,9 e 43,6 [Ig/mL, respectivamente. P.
edulis, C. ambrosioides e S. jambolanum apresentaram eficidcia moderada com Clsy de 150,1;
151,9 e 166,6 [1g/mL, respectivamente. P. tithymaloides e O. phalerata apresentaram baixo
efeito leishmanicida com Clso >500 [Jg/mL, enquanto Peristrophe angustifolia e Cecropia sp.
ndo apresentaram efeito. Dessa forma, dos dez extratos testados, trés apresentaram uma
expressiva atividade leishmanicida in vitro.

Unitermos: Leishmania amazonensis, atividade leishmanicida, plantas medicinais.



ABSTRACT: Evaluation of the in vitro leishmanicidal activity of medicinal plants. In search
of new leishmanicidal agents, promastigotes forms of L. amazonensis were cultured with the
hydroalcoholic extracts obtained from the leaves of Tephrosia cinerea (L.) Pers. (Fabaceae),
Dichorisandra sp. (Commelinaceae), Syzygium jambolanum DC. (Myrtaceae), Julocroton
triqueter (Lam.) Didr. var. trigueter (Euphorbiaceae), Passiflora edulis Sims (Passifloraceae),
Cecropia sp. (Cecropiaceae), Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae), Pedilanhus
tithymaloides (L.) Poit (Euphorbiaceae), Peristrophe angustifolia Nees (Acanthaceae) species
and the aqueous extract obtained from the mesocarp flour of Orbignya phalerata Mart.
(Arecaceae). The in vitro assay was performed with promastigotes incubated during 24 hours
with 31.3, 62.5, 125.0, 250.0 e 500.0 pg/mL of each extract. Then the inhibitory concentration of
the parasite growth (ICsp) was determined. The effectiveness of J. triqueter, Dichorisandra sp.
and T. cinerea hydroalcoholic extracts to induce promastigotes death was intense since the ICsg
was 29.5; 32.9 e 43.6 ug/mL, respectively. P. edulis, C. ambrosioides and S. jambolanum
extracts had moderated effectiveness since the ICsy was 150.1; 151.9 and 166.6 pg/mL,
respectively. P. tithymaloides and O. phalerata extracts showed a low efficacy in comparison
with ICsy >500 wg/mL. Peristrophe angustifolia and Cecropia sp. extracts had no leishmanicidal
effect. Thus, three from ten extracts tested showed a significant in vitro leishmanicidal activity.

Keywords: Leishmania amazonensis, leishmanicidal activity, medicinal plants.



INTRODUCAO
A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, causada por protozodrios do
género Leishmania, endémica ao redor do mundo, que afeta mais de 12 milhdes de pessoas

mundialmente e apresenta alta endemicidade, morbidade e mortalidade em populagdes da Africa,

Asia e América Latina (WHO, 2002, Dujardin, 2006).

No Brasil ocorre em todo o territério, tanto a Leishmaniose visceral (LV) como a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), as quais s@o endémicas nas regides Norte e
Nordeste, devido principalmente as caracteristicas econdmicas e culturais dessas populagdes,
predominando principalmente nos estados da Bahia, Ceard, Piaui e Maranhdo (Ministério da

Satide, 2000; Rath et al., 2003).

O Estado Maranhdo apresenta grande incidéncia de leishmanioses em 88% de seus
municipios, sendo o municipio de Buriticupu, situado na regido pré-amazonica do Estado, o que
apresenta os mais altos coeficientes de deteccao da LTA (Silva et al., 1979; Costa et al., 1998;
Rebélo et al., 2001 a,b; Rebélo et al., 2000 a,b; Martins, 2002; Caldas et al., 2002).

O tratamento das leishmanioses € feito a base de antimoniais pentavalentes, anfotericina B
e pentamidinas, as quais sdo tdxicas, de custo elevado, dificil administragdo e podem causar
resisténcia ao parasito (Rath et al., 2003; Croft; Coombs 2003). Novas drogas como miltefosine,
um hexadecil-fosfocolina, ttm demonstrado serem efetivas para o tratamento de LV, muito
embora apresentem também alta toxicidade (Sindermann et al., 2004). A interna¢do prolongada e
os efeitos adversos como alteracdes cardiacas, renais, pancredticas e hepaticas dificultam a
adesdo ao tratamento. Considerando as dificuldades de tratamento e a auséncia de vacinas, ha
urgéncia na busca de novas drogas terapéuticas dentre as quais se incluem os fitoterdpicos

(Carvalho; Ferreira, 2001; Paula et al., 2003).



De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), as espécies vegetais sdo a
melhor e maior fonte de farmacos para humanidade. Estudos etnobotanicos tém demonstrado o
uso popular de plantas no tratamento das leishmanioses tanto por via oral, como na aplica¢do
topica sobre as lesdes cutaneas (Franca et al., 1993; 1996; Mathias; Emily, 1993; Silva et al.,
1995; Moreira et al., 2002). Muitos vegetais apresentam em sua composi¢cao substincias das
classes dos alcaldides, terpenos, lignanas, chalconas, flavondides e lactonas sesquiterpénicas,
compostos descritos na literatura como eficazes na atividade leishmanicida e/ou anti-Leishmania
(Iwu et al., 1994; Queiroz et al., 1996; Torres-Santos, 1999; Kam et al., 1999; Rocha et al.,

2005).

Este trabalho avaliou o efeito leishmanicida in vitro dos extratos hidroalcodlicos de
folhas das espécies Tephrosia cinerea (L.) Pers., Dichorisandra sp., Syzygium jambolanum D.C.,
Julocroton triqueter (Lam.) Didr. var. triqueter, Passiflora edulis Sims, Chenopodium
ambrosioides L., Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit., Peristrophe angustifolia Nees, Cecropia
sp. e do extrato aquoso do mesocarpo de Orbignya phalerata Mart., em formas promastigotas de

Leishmania amazonensis.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Folhas de Tephrosia cinerea (L.) Pers. (Fabaceae), Dichorisandra sp. (Commelinaceae),
Syzygium jambolanum DC. (Myrtaceae), Julocroton triqueter (Lam.) Didr. var. trigueter
(Euphorbiaceae), Passiflora edulis Sims (Passifloraceae), Chenopodium ambrosioides L.
(Chenopodiaceae), Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit. (Euphorbiaceae), Peristrophe

angustifolia Nees (Acanthaceae) e Cecropia sp. (Cecropiaceae) foram coletadas no Campus da



Universidade Federal do Maranhdo (Bacanga/Sao Luis, MA/Brasil) no periodo de julho a

setembro de 2004.

O p6 do mesocarpo de Orbignya phalerata Mart. (Arecaceae) foi obtido comercialmente
da empresa HENSA FARMA, Sao Luis, MA, Brasil. Este produto comercial foi previamente
submetido a andlise de autenticidade, integridade e pureza por testes fisico-quimicos. O p6
comercial apresentou similaridade em todos os aspectos botanicos e fitoquimicos testados quando
comparado com o p6 de mesocarpo obtido no préprio laboratério (Batista; Ribeiro, 2003). Para

identificag@o botanica os frutos de O. phalerata foram coletados em Pedreiras-MA, Brasil.

As identificacdes botanicas foram realizadas pela Dra. Terezinha de Jesus Almeida Régo,
no Herbario Atico Seabra, da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), onde as exsicatas

estdo depositadas conforme numeragao descrita na Tabela 1.

Preparacao dos extratos

O p6 do mesocarpo de O. phalerata (20g), foi macerado em dgua, filtrado, obtendo-se o
extrato aquoso. Os demais extratos foram preparados a partir das folhas. As folhas foram secas
em temperatura ambiente e trituradas em moinho. O pé6 das folhas das espécies Dichorisandra sp.
(39,2g), T. cinerea (480g), S. jambolanum (200g), J. triqueter (398,6g), P. edulis (100g), C.
ambrosioides (200g), e Cecropia sp (200g), P. tithymaloides (74,8g), P. angustifolia (127g)
foram entdo extraidas, exaustivamente, por maceragdo com etanol a 70%. As solugdes extrativas
foram submetidas a filtracdo e, em seguida, concentradas em rotoevaporador a pressao reduzida.
Os residuos secos foram diluidos em solucdo tamponada de fosfato (PBS pH 7,2) a uma

concentracdo final de 1mg/mL.



Atividade leishmanicida in vitro

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/Br/90/BA125) foram
cedidas pela Dra Aldina Barral do Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz (CPQGM), da Fundagao
Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), Salvador-BA.

As culturas de promastigotas foram mantidas a 26°C em meio NNN enriquecido com
RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino inativado a 10% (SIGMA), L-glutamina 2mM
(GIBCO) e os antibidticos penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100pug/mL) (SIGMA). Antes
de cada experimento observou-se ao microscépio a motilidade flagelar dos parasitos.

Para os ensaios, o extrato previamente obtido foi diluido cinco vezes em meio Schneider
completo, obtendo-se a concentracdo de 1mg/mL. Deste, foram retirados 100uL os quais foram
diluidos seriadamente, em placas de 96 pocos de fundo chato (Costar), na propor¢do de 1:2 em
meio RPMI completo, resultando nas concentragdes finais de 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg/mL.

Em cada pogo foram, entdo, adicionados 10uL da suspensdo contendo 5x10° formas
promastigotas de L. amazonensis por mL. Glucantime®, droga de referéncia no tratamento das
leishmanioses, foi utilizado nas mesmas concentragcdes dos extratos. Como controle foram
utilizadas as formas promastigotas cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado.

A atividade leishmanicida dos extratos foi avaliada pela inibicdo do crescimento de
formas promastigotas apds 24h de incubacdo a 26°C, pela contagem do nimero total de
promastigotas vivas, levando-se em considera¢do a motilidade flagelar, utilizando-se camara de
Neubauer e microscépio 6tico de luz comum. A contagem foi comparada com o controle do
crescimento das formas promastigotas sem os extratos. Cada concentracdo dos extratos foi

analisada em triplicata. Os resultados foram expressos como concentracdo inibitéria do



crescimento parasitario (Clsg), baseado em Schmeda-Hirschman et al., (1996) e Camacho et al.,

(2003).

Analise estatistica
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos uma vez. Os
resultados foram expressos como concentracdo inibitéria do crescimento parasitario (Clsp),

calculados por regressao linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos compostos quimicos, isolados de extratos vegetais, t€ém comprovada
atividade leishmanicida sobre formas promastigotas e/ou amastigotas de Leishmania em ensaios
in vitro. Ja foi relatada a atividade leishmanicida de terpendides (Sauvain et al., 1996; Camacho
et al., 2000), aminoglicosterdides e aminosterdides (Kam et al., 1997), naftoquinonas (Fournet et
al., 1992; Kayser et al., 2000), chalconas (Chen et al., 1993; Boeck et al., 2006), glicosidios
iridéides (Mittal et al., 1998), flavondides (Aratjo et al., 1998), neolignanas (Barata et al., 2000)
e de alcaldides (Mahiou et al., 1994; Fournet et al, 1996; Queiroz, et al., 1996). Apesar dos varios
estudos nesta drea, ainda existem muitas espécies vegetais com potencial atividade leishmanicida

a serem avaliadas.

Neste trabalho foi avaliado o efeito leishmanicida de dez extratos de plantas de diferentes
familias. A escolha das espécies nesse estudo foi baseada na quimiossistemadtica dos géneros, no

uso popular no tratamento de ulceras e na disponibilidade local.

A avaliacdo dos extratos das espécies mostrou que seis deles apresentaram atividade

leishmanicida significativa, sendo que tré€s espécies, J. triqueter, Dichorisandra sp. e T. cinerea



apresentaram maior eficdcia, com base na Clsy (29,5; 32,9 e 43,6 ug/mL, respectivamente) como
mostra a Tabela 2. Os extratos de 7. cinerea e J. triqueter var. triqueter apresentaram 100% de
atividade leishmanicida nas concentra¢des de 500 e 250 ug/mL, e Dichorisandra sp. apresentou

100% de atividade na maior concentragdo testada.

Julocroton triqueter var. triqueter, a espécie mais efetiva, € conhecida popularmente como
velame, sendo encontrada desde a regiao Norte até a regido Sudeste do Brasil. O pé das suas folhas
¢ usado no tratamento de ulceras, sifilis e como depurativo (Pio Corréa, 1984), porém, hd poucos
estudos farmacolégicos e/ou quimicos sobre essa espécie, muito embora ja tenham sido

identificados alcaldides no género Julocroton (Suarez et al., 2004).

Dichorisandra sp., a segunda espécie mais eficaz, ¢ popularmente conhecida como
penicilina sendo indicada popularmente para tratar infecgdes. Martinez et al. (1993) relataram a
presenca de glicosideos de apigenina, luteolina, quercetina, 6-hidroxiluteolina e tricina em trés
espécies do género Dichorisandra. Mitrra et al. (2000) demonstraram efeito inibitério in vitro
dos flavondides luteolina e quercetina sobre o crescimento de formas promastigotas e amastigotas
de Leishmania donovani, uma das espécies responsdveis pela leishmaniose visceral. Esses
autores também demonstraram que o tratamento in vivo, por via oral, com essas substancias,
causou uma significativa reducdo da carga parasitdria em bacos de hamsteres infectados com L.

donovani.

As folhas de Tephrosia cinerea (L.) Pers., conhecida como anil bravo, sdo utilizadas pela
populacdo para tratar infec¢des, inflamagdes, tlceras, afeccdes nervosas e diarréias (Pio Corréa,
1994). Sharma et al. (2003) demonstraram a agdo anti-leishmanial do extrato metandlico das

folhas de T. purpurea, uma espécie medicinal indiana, frente a espécie Leishmania donovani.



Os extratos de P. edulis, C. ambrosioides e S. jambolanum apresentaram atividade
leishmanicida menor que os outros trés extratos citados anteriormente, com Clsode 150,1; 151,9 e
166,6pg/mL, respectivamente (Tabela 2). O extrato de P. edulis apesar de ocasionar 100% de
inibicdo no crescimento das formas promastigotas de Leishmania amazonensis na maior dose
testada, apresentou Clsy similar a detectada nos extratos de C. ambrosioides e S. jambolanum,
que apresentaram respectivamente 63,6% e 88% de inibicdo da Leishmania amazonensis na

maior dose testada.

Chenopodium ambrosioides conhecido vulgarmente como mastruz, tem sido usado no
nordeste brasileiro no tratamento de helmintiases, bronquite, tuberculose, contusdes, fraturas e
feridas (Franca et al., 1996; Régo, 1995; Matos, 2000). A a¢do anti-helmintica da planta foi
associada ao alto teor de ascaridol, presente no 6leo essencial das folhas (Sousa et al., 1991).
Moreira et al. (1998), ao estudarem o conhecimento e usos de terapias alternativas para
Leishmaniose Tegumentar Americana, em populacdes no municipio de Buriticupu, Maranhio,
constataram ser comum o uso de plantas sobre as feridas leishmanidticas, dentre as quais se
incluem as folhas de mastruz.. O dado obtido aqui pode justificar o uso popular deste vegetal no

tratamento das dlceras leishmanidticas.

Passiflora edulis conhecida como maracujd, € tradicionalmente utilizada como calmante,
pela populagio de todos os paises ocidentais. E uma espécie cultivada no nordeste brasileiro para
aproveitamento industrial do fruto (Matos, 2000). O efeito leishmanicida apresentado por esta
espécie pode estar relacionado com a presenga dos compostos flavonoidicos e/ou terpendides

evidenciados nas folhas desses vegetais (Dhawan et al, 2004).

Syzygium jambolanum, conhecido vulgarmente como jamboldo, apresenta intensa

atividade antibacteriana (Loguercio et al., 2005). O extrato das folhas apresentou efeito



leishmanicida moderado, o que poderia ser justificado pela presenca de saponinas e taninos
condensados e hidrolisaveis nas folhas (Alberton et al., 2001).

O extrato de Pedilanthus tithymaloides, cuja Clsy foi >500 pg/mL, ndo apresentou
atividade leishmanicida tdo intensa quanto o extrato de J. triqueter, apesar da espécie pertencer a
familia Euphorbiaceae. Da mesma forma, o extrato de O. phalerata apresentou atividade
leishmanicida muito baixa (Clsy >500), mantendo-se na faixa de 20% de morte das promastigotas

em todas as concentracdes testadas.

Os extratos de P. angustifolia e de Cecropia sp. nao inibiram o crescimento das formas
promastigotas, em nenhuma das concentracdes testadas, havendo ainda um aumento do nimero
de promastigotas vidveis, no caso do extrato de Cecropia sp., caracterizando assim um possivel

efeito pro-Leishmania desse extrato.

De acordo com o nosso conhecimento, este € o primeiro relato na literatura no qual os
extratos das espécies aqui avaliadas sdo submetidos a ensaios de atividade leishmanicida. As
plantas testadas sdo comuns no Brasil, algumas nativas, outras introduzidas e j4 bem aclimatadas,
outras cultivadas, portanto, faceis de serem encontradas, o que nos estimula a continuidade de
estudos quimicos biomonitorados na busca dos principios ativos associados a atividade
leishmanicida detectada. Esses dados sugerem que tratamentos alternativos podem ser eficientes

no controle das leishmanioses.

CONCLUSAO

Em nossa investigacdo para atividade leishmanicida com dez plantas encontradas na flora

maranhense, trés apresentaram uma expressiva atividade in vitro para L. amazonensis. Esses



resultados indicam a necessidade de estudos futuros para a avaliacdo do cardter citotéxico dos
extratos, da atividade em infecgdes, in vivo, bem como o fracionamento na busca das substancias

responsdveis pela acdo leishmanicida encontrada.
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RESUMO: A atividade anti-Leishmania das fragdes do extrato hidroalcodlico de Tephrosia
cinerea (L.) Pers. em concentragdes de 500 a 15,62 ug/mlL, foram testadas em ensaios in vitro
utilizando formas promastigotas de Leishmania amazonensis. A partir da parti¢ao liquido-liquido
do extrato hidroalcodlico, obteve-se a fragdo cloroférmica (F-CHCls) e a fragdo acetato de etila
(F-AcOEt) que exibiram atividade anti-leishmania, com Clsy de 81,59 e 79,97ug/mL,
respectivamente. Fracionamento cromatografico da F-CHCls, em silica gel, originou seis grupos
de sub-fracdes, sendo a sub-fragdo 7-9 a de maior atividade no ensaio bioldgico, exibindo ac¢do
leishmanicida em todas as concentragdes testadas, com Clsy de 10,99ug/mL. Detectou-se por
abordagem fitoquimica a presenca de flavandides nesta sub-fracdo. As demais sub-fracdes
mostraram atividade leishmanial dose-dependente. Do extrato hidroalcodlico e da F-AcOEt
separou-se, por precipitacdo, as substancias flavanoidicas, TC-1 e TC-5, as quais ndo
apresentaram inibi¢do do crescimento de L. amazonensis. Os resultados demonstram que o
fracionamento biomonitorado do extrato hidroalcodlico de Tephrosia cinerea (L.) Pers. permitiu
encontrar a sub-fragdo responsdvel pela atividade anti-Leishmania verificada no extrato
inicialmente e sugere a realizacdo de estudos em modelos de infecc¢do in vitro e in vivo, assim

como a identificacdo das substancias bioativas desta sub-fragao.

Unitermos: Leishmania amazonensis, atividade leishmanicida, Tephrosia cinerea, flavanoides.



ABSTRACT: The anti-Leishmania activity of hidroalcoholic extracted fractions from
Tephrosia cinerea (L.) Pers. The anti-Leishmania activity of hidroalcoholic extracted fractions
from Tephrosia cinerea (L.) Pers. in concentrations from 500 to 15,62 ug/mL, were tested in
assays using promastigotes forms of Leishmania amazonensis in vitro. From the partition liquid-
liquid of the hidroalcoholic extract, was obtained the chloroform fraction (F-CHCI3) and the etil-
acetate fraction (F-AcOEt) that showed leishmanicid activity, with ICsy of 81,59 and
79,97ng/mL, respectively. The F- CHCl; was chromatographed on silica gel, originated six sub-
fraction groups, beeing the subfraction 7-9 the one of grater activity in the biological assay,
showing lesihmanicid action in all tested concentrations, with ICsp of 10,99pg/mL.
Phytochemical screening of this fraction identified flavonoids compounds. The other subfractions
showed leishmanicidal doses-dependent activity. Two substances identified as glycosidic
flavonoids (TC-1 and TC-5) were isolated, however don’t showed inhibition of the L.
amazonensis growth. The results showed that the bioassay fractionations of the hidroalcoholic
extract of Tephrosia cinerea (L.) Pers. permited find a fraction responsible by the anti-
Leishmania activity verified in the that extract and suggests the accomplishment of studies in
infection models in vitro and in vivo and identification of active principe that sub-fraction.

Keywords: Leishmania amazonensis, leishmanicidal activity, Tephrosia cinerea, flavonoids.



INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doencga infecto-parasitdria, causada
por protozodrios do género Leishmania, que se manifesta sob as formas cutanea, cutanea difusa e
mucocutanea (Neves, 1998). De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, a leishmaniose
ocorre em 88 paises e estd entre as seis doengas parasitarias de maior importancia. De todos os
casos de Leishmaniose tegumentar, 90% ocorrem no Brasil, Peru, Afeganistdo, Algéria, Ardbia
Saudita, Siria e Ira (WHO, 2002; Dujardin, 2006).

No Nordeste do Brasil, observou-se nos ultimos anos, um avanco progressivo no niimero
de casos de LTA, destacando-se o Estado do Maranhdo que em 2003 notificou 3988 casos
representando o segundo maior registro no pafs (Brasil, 2005). O aumento de casos de
leishmaniose deve-se as modificacdes ambientais provocadas principalmente pelos
desmatamentos, ocorrendo alteragdes nos reservatorios, vetores e hospedeiros (Ministério da
Saidde, 2000).

A LTA esta associada a diferentes e multiplos agentes causais, sendo que Leishmania
braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis sdo as principais espécies que
causam a doenca no Brasil (Lainson; Shaw, 1987; Grimaldi Jr. et al., 1989). Leishmania
amazonensis tem sido associada com manifestacdes clinicas diferentes, incluindo as formas
cutanea, muco-cutanea e cutanea difusa, forma anérgica de dificil tratamento por ndo responder a
terapéutica convencional (Barral et al., 1991; Ministério da Sadde, 2000; Aleixo et al., 2006).

Os quimioterdpicos de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses sdo o0s
antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina), enquanto a
anfotericina B e pentamidina sdo os de segunda escolha. Contudo, a utilizacdo destas drogas é
questiondvel em virtude da eficdcia varidvel entre as espécies de Leishmania, toxicidade elevada

com relatos de Obitos, inconvenientes na administragdo e por induzirem resisténcia do parasito



(Croft; Coombs 2003; Paula et al., 2003; Rath et al., 2003; Ouellette et al., 2004; Oliveira et al.,
2005).

Indmeras investigacdes sdo realizadas objetivando encontrar compostos oriundos de
plantas medicinais que sejam mais eficazes e menos toxicos em relacdo as drogas convencionais.
Substancias predominantemente das classes dos alcaldides, flavanoides, benzopiranos, compostos
fenodlicos e terpenos vém sendo identificadas nas espécies vegetais com atividade anti-leishmanial
(Fournet et al., 1992; Iwu et al., 1994; Akendengue et al., 1999; Carvalho; Ferreira, 2001; Rocha
et al., 2005).

Recentemente, foi demonstrado por nosso grupo que de dez extratos vegetais testados,
trés apresentaram expressiva atividade anti-leishmanial contra formas promastigotas de
Leishmania amazonesis, sendo Tephrosia cinerea uma das espécies de maior atividade
apresentando Concentragao Inibitéria 50% de 43,6 pg/mL (Bezerra et al., no prelo).

O género Tephrosia (Fabaceae), com cerca de 300 espécies, ¢ amplamente distribuido nas
regides tropicais e subtropicais destas, 30 sdo nativas da América do Sul. A literatura descreve
atividades inseticida, pesticida, antihelmintica, anticancerigena, antitlcera e anti-Leishmania para
espécies do género (Chang et al., 2000; Sharma et al., 2003; Jang et al., 2003; Bezerra et al., no
prelo). Estudos quimicos tém identificado isoflavonas, flavondis, flavonas, chalconas,
biflavanoides, pterocarpanos, rotendides e derivados cumestanos (Tarus et al., 2002; Niassy et al.,
2005). Os flavanoides 7-O-metilglabranina e glabranina isolados de 7. madrensis, T. viridiflora e
T. crasifolia, em concentracdo de 25uM, apresentaram 70% de inibi¢do no crescimento do virus
da dengue em ensaios in vitro. Tefororina A e teforosona isolados de Tephrosia purpurea e 0s
flavanoides isoliquiritigenina e o-toxicarol isolados de T. toxicaria induziram a a¢do da enzima
quinona redutase, exibindo propriedades preventivas contra iniciacdo tumoral (Chang et al.,

2000; Jang et al., 2003).



Tephrosia cinerea (L.) Pers (Cracca cinerea (L.) Morong., Galega cinerea L., Tephrosia
littoralis (Jacq.) Pers.), conhecida popularmente como anil bravo, € um arbusto utilizado na
medicina tradicional para infec¢des, inflamacdes, ulceras, afeccdes nervosas e diarréias (Pio
Corréa, 1984). Rosado-Vallado et al. (2000) verificaram a ag¢do do extrato metandlico das folhas
de T. cinerea em Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Candida albicans.

Considerando que o extrato hidroalcoolico de 7. cinerea apresenta atividade anti-
leishmanial, o objetivo desse estudo foi o fracionamento biomonitorado do respectivo extrato na

busca de fragdes e/ou compostos responsdveis pela atividade encontrada.

MATERIAL E METODOS
Material botanico

O material vegetal cultivado no Horto do Herbdrio Atico Seabra no Campus da
Universidade Federal do Maranhdo (Bacanga/ Sdo Luis-MA-Brasil), foi coletado em julho de
2004. A identificagdo foi realizada pela Dra Terezinha Rego, sendo a exsicata depositada no

Herbdrio Atico Seabra (UFMA) sob o nimero 1256.

Extracao e fracionamento

As folhas de Tephrosia cinerea (480 g) foram secas em estufa com circulacdo de ar,
temperatura de 40°C durante 96 horas e, apés pulverizadas, forneceram um p6 (95 g) que foi
extraido por maceracio com EtOH a 70% por 72h. Da solucdo extrativa, separou-se um
precipitado amarelo (TC-1, 193 mg). A solug¢do extrativa foi filtrada e concentrada em
evaporador rotativo sob pressao reduzida, fornecendo 27 g de extrato hidroalcoolico (EHATc). O
EHATCc (14,3 g) foi submetido a particio com hexano, cloroférmio e acetato de etila, obtendo-se

respectivamente as fracdes hexanica (F-Hex, 961,8 mg), fracdo cloroférmica (F-CHCls, 2,91 g) e



fracdo acetato de etila (F-AcOEt, 1,26 g). Da F-AcOEt precipitou TC-5 (620 mg). A F-CHCl;
foi fracionada em coluna cromatografica de gel de silica 60, usando como eluentes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol puro ou como mistura bindria em gradiente de polaridade
crescente, obtendo-se 20 sub-fragcdes, que através de andlises em CCD, permitiu separar 06
grupos de sub-fracdes: 1-6, 7-9, 10-12, 13-15, 16-19 e 20 (Fig.1). A sub-fracido 7-9 foi submetida
a abordagem fitoquimica (fendlicos, flavanoides, antocianinas, leucoantocianos, taninos,
antraquinonas, cumarinas, alcaléides, triterpenos e esterdides) (Matos, 1988).

As fracoes de T. cinerea foram diluidas em solugdo tamponada de fosfato (pH 7,2) a uma
concentracdo de 1mg/mL e estocados a -20°C para a realizagdo dos testes de atividade anti-

leishmanial.

Atividade anti-Leishmanicida in vitro

A atividade leishmanicida do extrato, fracdes e precipitados foram avaliadas pela inibicao
do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/90/BA 125)
gentilmente cedidas por Dra. Aldina Barral do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz—
CPqGM/FIOCRUZ-BA. As formas promastigotas foram cultivadas em meio Schneider (Sigma)
suplementado com soro fetal bovino inativado (Sigma), urina humana estéril, L-glutamina 2mM
(Gibco) e antibidticos [100 U/mL penicilina, 100pug/mL de streptomicina (Sigma)]. Antes de cada
experimento observou-se ao microscopio a motilidade flagelar dos parasitos. As formas
promastigotas foram lavadas em salina estéril, contadas em camara de Neubauer e ajustadas para
a concentragdo de 5x10%/mL.

Para os ensaios, extratos, fragdes e precipitados foram diluidos cinco vezes em meio

Schneider completo, obtendo-se a concentragdo de 1mg/mL. Deste, foram retirados 100uL, os



quais foram diluidos seriadamente, em placas de 96 pogos de fundo chato (Costar), na propor¢ao
de 1:2 em meio Schneider completo, resultando nas concentracdes finais de 500, 250, 125, 62,5 e
31,25 pg/mL. Em cada poco, foram entdo adicionados 10uL de uma suspensdo de formas
promastigotas de L. amazonensis contendo 5x10° células/mL. As mesmas concentra¢des foram
usadas com o Glucantime® que foi utilizado como droga de referéncia. O controle negativo foi
obtido a partir de cultura das formas promastigotas, em meio Schneider completo.

A atividade leishmanicida foi avaliada pela inibicdo do crescimento de formas
promastigotas apés 24h de incubagdo a 26°C, pela contagem do nimero total de promastigotas
vivas, levando-se em consideragdo a motilidade flagelar, utilizando-se camara de Neubauer e
microscopio 6tico de luz comum. A contagem foi comparada com o controle do crescimento das
formas promastigotas sem a amostra testada. Os extratos, fracdes e precipitados foram analisadas
em triplicata. Os resultados foram expressos como concentracdo inibitéria do crescimento

parasitério (Clsp), baseado em Schmeda-Hirschman et al., (1996) e Camacho et al., (2003).

Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos uma vez, sendo
expressos como concentragdo inibitéria do crescimento parasitario (Clsg) calculado por regressao
linear. Os resultados foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) seguido por teste de

Tukey. O nivel de significancia aceito foi de p<0,05.

RESULTADOS
Este trabalho buscou avaliar a atividade in vitro das fracdes e substancias isoladas do

extrato hidroalcodlico das folhas de T. cinerea sobre formas promastigotas de L. amazonensis. As



fragdes F-AcOEt e F-CHCI; apresentaram Clsy de 79,97 pg/mL e 81,59ug/mL respectivamente,
ndo ocorrendo diferenga significativa entre as médias obtidas no teste destas fragdes (Fig. 2). Os
5 grupos de sub-fragdes (1-6; 7-9; 10-12; 16-19; 20) foram submetidos a testes in vitro para
atividade anti-Leishmania e as Clsy estdo descritas na tabela 1. A sub-fracdo 7-9 demonstrou
maior atividade com Clsy de 10,99ug/mL, inibindo totalmente o crescimento de L. amazonensis
nas concentracdoes de 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,62 pg/mL. Todas as sub-fracdes
apresentaram acao inibitdria significativa nas concentragdes de 500, 250 e 125 pg/mL com efeito
dose-dependente (Fig.3). Essas sub-fracOes mostraram-se mais ativas do que a F-CHCl3, sendo a
sub-fracdo 20 de menor atividade, apresentando Clsy semelhante a do extrato original (43,66
png/mL). F-Hex e a sub-fracdo 13-15 ndo foram testadas em virtude da solubilidade parcial em
solucdo tamponada de fosfato. TC-1 e TC-5 foram inativas nos testes para atividade anti-

leishmanial (Tabela 1).

DISCUSSAO

Produtos naturais t€ém um grande potencial na pesquisa de novas drogas para o tratamento
de doencgas causadas por protozodrios e alguns isolados de extratos vegetais, t€m comprovada sua
atividade leishmanicida em ensaios in vitro. Dentre estes, destacam-se os flavanoides,
metabdlitos secunddrios importante e diversificado com ampla distribuicdo no reino vegetal
(Wright; Phillipson, 1990). Atividades antimicrobiana, antiviral, antitumoral, antioxidante,
antiinflamatoria, tripanossomicida e leishmanicida sdo atribuidas a essa classe de compostos
(Chang et al., 2000; Zuanazzi; Montanha, 2003; Tasdemir et al., 2006)

Espécies da familia Fabaceae possuem compostos flavanoidicos e tem demonstrado
atividade antiprotozodria. Salem; Werbovetz (2005, 2006), isolaram chalconas e isoflavonas dos

extratos de Psorothamnus polydenius e Psorothamnus arborescens que exibiram atividade in



vitro contra amastigotas de L. donovani. Precansona B e dimetilprecansona B, isoladas do extrato
das raizes de Tephrosia aequilata, mostraram-se ativas para amastigotas de L. donovani com Clsg
17,2 e 9,0ug/mL, e isentas de citotoxicidade para macréfagos. O extrato butandlico das cascas de
Tephrosia purpurea inibiu, na concentracdo de 100ug/mL, 62% do desenvolvimento das
amastigotas de L. donovani in vitro, enquanto a fracdo 62, isolada deste extrato, mostrou
atividade antileishmanial por via oral tanto em hamsteres (50mg/kg) como em macacos
infectados (100mg/kg), sem apresentar toxicidade (Sharma et al., 2003).

Neste trabalho, a sub-fragdo 7-9 exibiu 100% de inibi¢do do crescimento das
promastigotas de L. amazonensis em todas as concentragdes testadas, com Clso de 10,99pug/mL,
sendo possivelmente a fracdo responsdvel pela acdo encontrada no extrato hidroalcodlico.
Segundo Cardona et al., 2006 compostos com Clsp <50 pg/mL sdo considerados promissores, 0
que sugere a potencialidade da sub-fragdo 7-9, isolada do extrato hidroalcodlico de 7. cinerea.
Abordagem fitoquimica dessa sub-fracdo evidenciou a presenca de compostos flavanoidicos, tal
como ja relatados em outras espécies do género Tephrosia (Tarus et al., 2002; Niassy et al.,
2005).

Observamos que dentre as sub-fragdes isoladas da F-CHClIs, depois da 7-9 a atividade
leishmanicida diminui a medida que aumenta a polaridade das sub-fragcdes isoladas.

Os resultados demonstram que o fracionamento biomonitorado do extrato hidroalcodlico
de Tephrosia cinerea (L) Pers permitiu encontrar a sub-fracio com atividade inibitéria sobre o
crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis. Estudos devem ser continuados para
avaliar os efeitos dos flavanoides bioativos em modelos de infec¢do in vitro e in vivo, assim

como a identificacdo dos principios ativos.
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Figura 1. Fracionamento do extrato hidroalcodlico de Tephrosia cinerea.
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Tabela 1. Atividade leishmanicida dos extratos, fracdes e sub-fragdes isoladas de T.cinerea.

AMOSTRA TESTADA ATIVIDADE LEISHMANICIDA
Cls (ug/mL)
Ext. Hidroalcodlico 43,66
F-.CHCl, 81,59
F- AcOEt 79,97
Sub-fracdo 1-6 11,65
Sub-fragdo 7-9 10,99
Sub-fragao 10-12 12,77
Sub-fracdo 16-19 21,87
Sub-fragao 20 43,66
TC-1 s/ atividade
TC-5 s/ atividade

Glucantime® 440,3
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Figura 3. Efeito das sub-fracdes (1-6; 7-9; 10-12; 16-19 e 20) da frac@o cloroférmica do extrato
hidroalcodlico de Tephrosia cinerea sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis nas
concentragdes de 15.62, 31.35, 62.5, 125, 250 e 500ug/mL. Os valores estdo expressos em média + DP. (#

p< 0,05 em relagéo ao controle; *p< 0,05 em relagdo a sub-fragdo 7-9).



4. CONCLUSOES

. Dos dez extratos testados, os das espécies Julocroton triqueter (Lam.) Didr. var.
triqueter, Dichorisandra sp., Tephrosia cinerea (L.) Pers., Passiflora edulis Sims, Chenopodium
ambrosioides L. e Syzygium jambolanum DC. apresentaram atividade contra promastigotas de L.
amazonensis., sendo as trés primeiras as de resultados mais expressivos.

. Os extratos hidroalcodlicos de P. angustifolia e Cecropia sp. ndo inibiram o
crescimento das promastigotas, mostrando um possivel efeito pro-leishmania.

° Os extratos das espécies P. tithymaloides e O. phalerata nao foram consideradas
ativas em virtude da Cls, ser maior do que 500ug/mL.

o  Da particdo liquido-liquido do extrato hidroalcodlico das folhas de 7. cinerea,
obtivemos duas fracdes que foram ativas, fracdo cloroférmica (F-CHCls) e fragcdo acetato de etila
(F-AcOEt) com Cls, de 81,59ug/mL e 79,97 pg/mL, respectivamente.

. O fracionamento cromatografico da F-CHCls, permitiu a separagdo de seis grupos
de sub-fragdes, dos quais cinco foram testados (1-6; 7-9; 10-12; 16-19; 20), exibindo atividade
leishmanicida inversamente proporcional ao aumento de polaridade na maioria das fracdes.

o A sub-fragdo 7-9, rica em flavandides, demonstrou atividade em todas as
concentracdes testadas exibindo Clsy de 10,99 ug/mL, sendo possivelmente a responsavel pela
acdo encontrada no extrato.

. As fracdes TC-1 e TC-5 ndo foram ativas nos ensaios bioldgicos.

Esses resultados abrem perspectiva para a continuacdo dos estudos nas espécies
vegetais que mostraram acao leishmanicida, na busca de substancias que possam produzir novos

farmacos para 0 tratamento das leishmanioses.



5. CONSIDERACOES FINAIS

Procuramos neste trabalho estudar espécies conhecidas e cultivadas no Maranhdo. Sao
poucos os estudos quimico-bioldgicos realizados em espécies vegetais considerando a vasta
diversidade existente principalmente no Brasil.

Assim, os resultados disponiveis poderdo indicar:

* Novos produtos naturais anti-leishmaniais, que poderdo servir para a elaboracio de
novos farmacos;

e Indicar substincias quimicas extraidas de plantas nordestinas, com atividade
leishmanicida, menos téxicas e mais eficazes do que os atuais medicamentos.

e Gerar novos conhecimentos sobre plantas utilizadas pela populagdo, servindo para
elaboragdo de monografias das espécies estudadas.

Ressaltamos que outros dados deste trabalho ainda estdo sendo analisados e resultardo
no terceiro artigo a ser publicado.

Levando-se em consideracdo que a bioprospeccdo de substincias ativas a partir de
produtos naturais requer tempo e uma abordagem multidisciplinar, propomos como metas de
continuagdo deste trabalho a identificacio das substancias bioativas das sub-fragdes; o
fracionamento biomonitorado das demais espécies ativas in vitro; a realizacdo dos ensaios de
toxicidade in vivo bem como, a avaliacdo da atividade leishmanicida em modelos de infec¢do in

vivo.
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