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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 presenga
de 31,3; 63,5; 125,0; 250,0 e 500,0 ng/mL dos extratos por 24 horas. Ao final desse periodo foi calculada
a concentragdo inibitoria do crescimento (CI,)) em relagdo as culturas ndo tratadas com os extratos. Os
extratos das espécies J. triqueter, Dichorisandra sp e T. cinerea apresentaram maior eficacia em induzir a
morte das promastigotas, com CI, de 29,5; 32,9 e 43,6 ug/mL, respectivamente. P. edulis, C. ambrosioides
e S. jambolanum apresentaram eficacia moderada com CI, de 150,1; 151,9 e 166,6 pg/mL, respectivamente.
P tithymaloides e O. phalerata apresentaram baixo efeito leishmanicida com CI,; >500 pg/mL, enquanto
Peristrophe angustifolia e Cecropia sp nio 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”. Searching for new
leishmanicidal agents, promastigotes forms of L. amazonensis were cultured with the hydroalcoholic extracts
obtained from the 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) leaves and
the aqueous extract obtained from the Orbignya phalerata Mart. (Arecaceae) mesocarp flour. The in vitro
assay was performed with promastigotes incubated during 24 hours with 31.3, 62.5, 125.0, 250.0 and 500.0
pg/mL of each extract. Then the inhibitory concentration of the parasite growth (IC,)) was determined. The
effectiveness of J. triqueter, Dichorisandra sp and T. cinerea hydroalcoholic extracts to induce promastigotes
death was intense since the IC,, were 29.5; 32.9 and 43.6 pug/mL, respectively. P. edulis, C. ambrosioides
and S. jambolanum extracts had moderated effectiveness since the IC, were 150.1; 151.9 and 166.6 pg/mL,
respectively. P. tithymaloides and O. phalerata extracts showed a low efficacy in comparison with IC,; >500
wg/mL. Peristrophe angustifolia and Cecropia sp extracts had no leishmanicidal effect. Thus, three of the
ten extracts that were tested showed a significant in vitro leishmanicidal activity.

Keywords: Leishmania amazonensis, leishmanicidal activity, medicinal plants.

INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenga infecciosa,
ndo contagiosa, causada por protozoarios 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).

* E-mail: nascimentofrfl@yahoo.com.br, Tel. + 55-98-21098548

No Brasil ocorre em todo o territorio, tanto
a Leishmaniose visceral (LV) como a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), as quais sdo endémicas
nas regides Norte e Nordeste, devido principalmente as
caracteristicas econdmicas e culturais dessas populacdes,
predominando principalmente nos estados da Bahia,
Ceara, Piaui e Maranhdo (Ministério da Saude, 2000;
Rath et al., 2003).

O Estado Maranhao apresenta grande incidéncia
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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
detecgdo da LTA (Silva et al., 1979; Costa et al., 1998;
Rebélo et al., 2001a,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 toxicas, de custo elevado, dificil administracdo
e podem causar resisténcia ao parasito (Rath et al., 2003;
Croft; Coombs 2003). Novas drogas como miltefosine, um
hexadecil-fosfocolina, tém demonstrado ser efetivo para
o tratamento de LV, muito embora apresentem também
alta toxicidade (Sindermann et al., 2004). A internacdo
prolongada e os efeitos adversos como alteragdes
cardiacas, renais, pancreaticas 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 fitoterapicos (Carvalho; Ferreira, 2001; Paula et al.,
2003; Nakamura et al., 2006).

De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude (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 aplicag@o tdpica sobre as lesdes cutaneas (Franga et
al., 1993; 1996; Mathias; Emily, 1993; Silva et al., 1995;
Moreira et al., 2002). Muitos vegetais apresentam em
sua composicdo substancias das classes dos alcalodides,
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 hidroalcoolicos de folhas das espécies
Tephrosia cinerea (L.) Pers., Dichorisandra sp, Syzygium
Jjambolanum 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 (Acanthaceaec) e Cecropia sp
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(Cecropiaceae) foram coletadas no Campus da
Universidade Federal do Maranhdo (Bacanga/Sao Luis,
MA/Brasil) no periodo de julho a setembro de 2004.

O pd 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 analise
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 pd de mesocarpo obtido no proprio
laboratorio (Batista; Ribeiro, 2003). Para identifica¢do
botanica os frutos de O. phalerata foram coletados em
Pedreiras-MA, Brasil.

As identificagdes 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
numeragdo descrita na Tabela 1.

Preparacao dos extratos

O pd do mesocarpo de O. phalerata (20g),
foi macerado em agua, 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 p6 das folhas das
espécies Dichorisandra sp (39,2g), T. cinerea (480g),
S. jambolanum (200g), J. triqueter (398,6g), P. edulis
(100g), C. ambrosioides (200g), 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 filtragdo
e, em seguida, concentradas em rotoevaporador a pressdao
reduzida. Os residuos secos foram diluidos em solugdo
tamponada de fosfato (PBS pH 7,2) a uma concentragdo
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 Gongalo Moniz
(CPQGM), da Fundagdo 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 antibioticos
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL)
(SIGMA). Antes de cada experimento observou-se ao
microscopio a motilidade flagelar dos parasitos.

Para os ensaios, o extrato previamente obtido
foi diluido cinco vezes em meio Schneider completo,
obtendo-se a concentragdo de 1 mg/mL. Deste, foram
retirados 100 pL os quais foram diluidos seriadamente,
em placas de 96 pogos de fundo chato (Costar), na
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Tabela 1. Espécies vegetais utilizadas nesse trabalho.

Nome cientifico Familia Exsicata
Cecropia sp Cecropiaceae 1107
Chenopodium ambrosioides L. Chenopodiaceae 1148
Dichorisandra sp Commelinaceae 1259
Julocroton triqueter (Lam.) Didr.var. trigueter Euphorbiaceae 1265
Orbignya phalerata Mart. Arecaceae 1135
Passiflora edulis Sims Passifloraceae 1155
Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit. Euphorbiaceae 1250
Peristrophe angustifolia Nees Acanthaceae 1342
Syzygium jambolanum DC. Myrtaceae 1079
Tephrosia cinerea (L.) Pers Fabaceae 1256

propor¢ao de 1:2 em meio RPMI completo, resultando
nas concentragdes finais de 500, 250, 125, 62,5 ¢ 31,25
pg/mL.

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

A atividade leishmanicida dos extratos
foi avaliada pela inibi¢do do crescimento de formas
promastigotas apds 24 h de incubagdo a 26 °C, pela
contagem do numero total de promastigotas vivas,
levando-se em consideracio 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 os extratos.
Cada concentragdo dos extratos foi analisada em triplicata.
Os resultados foram expressos como concentragao
inibitoria do crescimento parasitario (CI,), baseado em
Schmeda-Hirschman et al., (1996) e Camacho et al.,
(2003).

Tabela 2. Atividade leishmanicida dos extratos vegetais

Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata
e repetidos pelo menos uma vez. Os resultados foram
expressos como concentragdo inibitoria do crescimento
parasitario (CL), calculados por regressio linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos compostos quimicos, isolados de
extratos vegetais, témcomprovadaatividade 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), aminoglicosteroides e
aminosteroides (Kametal., 1997), naftoquinonas (Fournet
et al., 1992; Kayser et al., 2000), chalconas (Chen et al.,
1993; Boeck et al., 2006), glicosidios iridoides (Mittal
et al., 1998), flavonodides (Aratjo et al., 1998), lignanas
(Barata et al., 2000; Royo et al., 2003) e de alcaldides
(Mahiou et al., 1994; Fournet et al, 1996; Queiroz, et
al., 1996). Apesar dos varios estudos nesta area, ainda
existem muitas espécies vegetais com potencial atividade
leishmanicida a serem avaliadas.

Nome Cientifico Farmacdgeno/ Atividade Leishmanicida
Extrato Cls (ug/mL)

Cecropia sp Folhas / EH s/ atividade
Chenopodium ambrosioides L. Folhas / EH 151,9
Dichorisandra sp Folhas / EH 32,9
Julocroton triqueter (Lam.) Didr.var. trigueter Folhas / EH* 29,5
Orbignya phalerata Mart. Mesocarpo / fruto / EA” >500
Passiflora edulis Sims Folhas / EH 150,1
Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit. Folhas / EH >500
Peristrophe angustifolia Nees Folhas / EH s/atividade
Syzygium jambolanum DC. Folhas / EH 166,6
Tephrosia cinerea (L.) Pers Folhas / EH 43,6
Glucantime®. Droga referéncia 440,3

aEH — Extrato Hidroalcodlico
"EA — Extrato Aquoso
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Neste trabalho foi avaliado o efeito
leishmanicida de dez extratos de plantas de diferentes
familias. A escolha das espécies nesse estudo foi baseada
na quimiossistematica dos géneros, no uso popular no
tratamento de ulceras e na disponibilidade local.

A avaliag@o dos extratos das espécies mostrou
que seis deles apresentaram atividade leishmanicida
significativa, sendo que trés espécies, J. triqueter,
Dichorisandra sp e T cinerea apresentaram maior
eficicia, com base na CI,, (29,5; 32,9 e 43,6 ug/mL,
respectivamente) como mostra a Tabela 2. Os extratos de
T. cinerea e J. triqueter var. triqueter apresentaram 100%
de atividade leishmanicida nas concentragdes de 500 e
250 pg/mL, e Dichorisandra sp. apresentou 100% de
atividade na maior concentracdo testada.

Julocroton triqueter var. triqueter, a espécie mais
efetiva, ¢ conhecida popularmente como velame, sendo
encontrada desde a regido Norte até a regido Sudeste do
Brasil. O p6 das suas folhas é usado no tratamento de
ulceras, sifilis ¢ como depurativo (Pio Corréa, 1984),
porém, ha poucos estudos farmacologicos 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, é popularmente conhecida como penicilina sendo
indicada popularmente para tratar infec¢des. Martinez et
al.(1993)relatarama presencade glicosideos de apigenina,
luteolina, quercetina, 6-hidroxiluteolina e tricina em trés
espécies do género Dichorisandra. Mittra et al. (2000)
demonstraram efeito inibitorio in vitro dos flavondides
luteolina e quercetina sobre o crescimento de formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania donovani,
uma das espécies responsaveis pela leishmaniose visceral.
Esses autores também demonstraram que o tratamento in
vivo, por via oral, com essas substancias, causou uma
significativa redugdo da carga parasitaria em bagos de
hamsteres infectados com L. donovani.

As folhas de Tephrosia cinerea (L.) Pers.,
conhecida como anil bravo, sdo utilizadas pela populagdo
para tratar infec¢des, inflamagdes, tUlceras, afeccdes
nervosas e diarréias (Pio Corréa, 1994). Sharma et
al. (2003) demonstraram a ag@o anti-leishmaniat do
extrato metandlico das folhas de 7. purpurea, uma
espécie medicinal indiana, frente a espécie Leishmania
donovani.

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

634

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz J. Pharmacogn.
16(Supl.):dez. 2006

Chenopodium ambrosioides ~ conhecido
vulgarmente como mastruz, tem sido usado no nordeste
brasileiro no tratamento de helmintiases, bronquite,
tuberculose, contusdes, fraturas ¢ feridas (Franga et al.,
1996; Régo, 1995; Matos, 2000; Pereira et al., 2004;
Morais et al., 2005; Torres et al., 2005). A agdo anti-
helmintica da planta foi associada ao alto teor de ascaridol,
presente no dleo essencial das folhas (Sousa et al., 1991).
Moreira et al. (1998), ao estudarem o conhecimento ¢ usos
de terapias alternativas para Leishmaniose Tegumentar
Americana, em populagdes no municipio de Buriticupu,
Maranhéo, 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 tlceras
leishmanidticas.

Passiflora edulis conhecida como maracuja, ¢
tradicionalmente utilizada como calmante, pela populagédo
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 terpenodides evidenciados
nas folhas desses vegetais (Dhawan et al, 2004).

Syzygium jambolanum, conhecido vulgarmente
como jamboldo, apresenta intensa atividade
antibacteriana (Loguercio et al., 2005; Michelin 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 CI,, 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 (CI,, >500),
mantendo-se na faixa de 20% de morte das promastigotas
em todas as concentragdes testadas.

Os extratos de Peristrophe angustifolia e
de Cecropia sp ndo inibiram o crescimento das formas
promastigotas, em nenhuma das concentra¢des testadas,
havendo ainda um aumento do nimero de promastigotas
viaveis, 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 ja 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.
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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 avaliagdo do carater
citotoxico dos extratos, da atividade em infeccdes, in
vivo, bem como o fracionamento na busca das substancias
responsaveis pela agdo leishmanicida encontrada.
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