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RESUMO

Para identificar as propriedades quimicas de plantas do Cerrado, realizou-se um levantamento
etnobotanico que resultou na selecio de sete espécies vegetais de acordo com as indicagdes terapéuticas
para antibidtico, anti-inflamatério, analgésico, antiofidico e cicatrizante. Foram testados os extratos
hidroalcodlicos das seguintes plantas quanto a sua atividade contra as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis: Terminalia fagifolia Mart. (Combretaceae), Vellozia squamata Pohl. (Velloziaceae),
Vochysia haenkeana (Spreng.) Mart. (Vochysyaceae), Siparuna guianensis Aublet (Siparunaceae),
Lafoensia pacari St. Hil. (Lythraceae), Galactia glauscecens Kunth. (Leguminosae) e Plathymenia
reticulata Benth. (Mimosaceae). Feita a triagem para identificagdo da atividade leishmanicida,
calculou-se a concentragio inibitoria do crescimento (IC, ) em relagio as culturas ndo tratadas com os
extratos. Nas espécies L. pacari, G. glaucensces ¢ P. reticulata, seus extratos demonstraram IC,; com
valores de 14,6 pg/mL, 46,0 png/mL e 59,5 pg/mL, respectivamente, apresentando maior eficacia em
induzir a morte dos parasitos. T fagifolia, V. squamata ¢ V. haenkeana apresentaram IC, | com valores
de 446,1 pg/mL, 305,0 pg/mL e 85,1 pg/mL, respectivamente, demonstrando eficcia moderada.
A prospecgdo fitoquimica evidenciou a presenca de flavonoides, triterpenoides, esteroides e taninos
que, segundo a literatura, sdo responsaveis pela atividade leishmanicida. Esses resultados indicam a
necessidade de mais estudos para a avaliagdo da atividade em infecgdes in vivo e do fracionamento das
substancias em busca dos principios ativos responsaveis pela agao leishmanicida.
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ABSTRACT

Evaluation of the leishmanicidal activity of plant species of the Brazilian savanna

In order to identify chemical properties of plants of the Brazilian savanna (Cerrado) an ethnobotanical
survey was performed. Seven plant species were selected according to their indications for antibiotic,
anti-inflammatory, analgesic, anti-ophidian and healing properties. The following hydroalcoholic
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extracts of these plants were tested for activity against promastigotes of Leishmania amazonensis:
Terminalia fagifolia Mart. (Combretaceae), Vellozia squamata Pohl. (Velloziaceae), Vochysia
haenkeana (Spreng.) Mart. (Vochysyaceae), Siparuna guianensis Aublet (Siparunaceae), Lafoensia
pacari St. Hil. (Lythraceae), Galactia glauscecens Kunth. (Leguminosae) and Plathymenia
reticulata Benth. (Mimosaceae). The growth inhibitory concentration (IC,) of these extracts was
calculated in relation to untreated cultures. Higher efficacy in inducing the death of parasites was
demonstrated with extracts of L. pacari, G. glaucensces and P. reticulata, which showed IC, values
of 14.6 mg/mL, 46.0 mg/mL and 59.5 mg/mL, respectively. Moderate effectiveness was shown with
T fagifolia, V. squamata and V. haenkeana extracts, with values of 446.1, mg/mL 305.0 mg/mL and
85.1 mg/mL respectively. Phytochemical studies showed the presence of flavonoids, triterpenoids,
steroids and tannins that, according to the literature, are responsible for the leishmanicidal activity.
These results indicate the need for future studies to evaluate the activity of these extracts against
infections in vivo, as well as the fractionation of substances, in search of the active components
responsible for the leishmanicidal action.
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INTRODUCAO

As plantas t€m acompanhado a humanidade ao longo de sua historia,
estabelecendo-se uma relagdo intrinseca seja como fonte de alimento, vestuario,
madeira para construgdo, energia e, principalmente, como medicamento. Cerca
de 25% dos medicamentos possuem extratos vegetais em sua composicao.
Consequentemente, o consumo mundial de plantas medicinais e seus produtos tem
resultado em grandes volumes de negécios que, necessariamente, alicercam-se
em estudos cientificos detalhados, elaborados com precisdo e alta tecnologia que
confirmam suas propriedades farmacologicas (30).

A descoberta de propriedades terapéuticas de metabdlitos secundarios
ativos presentes em extratos vegetais tem despertado o interesse pela investigagao
de novas opgoes de tratamento da leishmaniose com plantas medicinais. O grande
numero de experimentos que fazem uso desses extratos contra leishmaniose tem
levado a pesquisas de compostos ativos como alcaloides, compostos fendlicos,
terpenoides, flavonoides e outros (2, 8).

O bioma Cerrado tem sido em grande parte destruido, dando espago a
construgdes residenciais, comerciais, ao plantio de soja e ao cultivo de pastagem.
No entanto, o Cerrado possui uma das maiores florestas do mundo, estimada em,
aproximadamente, sete mil espécies vegetais e faz parte de um cenario de exuberante
diversidade bioldgica e forte influéncia na cultura das populagdes que nele vivem (20).
Cerca de metade dos 2 milhdes de km? originais deste bioma foram transformados
em pastagens plantadas, culturas anuais ou tiveram outros tipos de uso (16).

Um dos grandes desafios na conservagdo do Cerrado ¢, portanto,
demonstrar a importancia de sua biodiversidade para o funcionamento dos
ecossistemas. As colonizagdes de areas urbanas tém aumentado em grande
numero as queimadas ¢ a destruigdo das matas, mudando de forma ndo planejada
o meio ambiente. Como consequéncia, o contato direto do homem com insetos
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transmissores de doengas e com animais pegonhentos tem causado problemas e
elevado o custo da satde publica. (14).

Neste contexto, podem-se destacar as doengas parasitarias, presentes em
praticamente todo o territdrio brasileiro, cujo tratamento cada vez mais se limita a
utilizacdo de medicamentos farmacéuticos. Este é o caso da Leishmaniose, doencga
infecciosa, ndo contagiosa, causada por protozoarios do género Leishmania,
endémica ao redor do mundo ¢ que afeta mais de 12 milhdes de pessoas (33,
10). Causada por protozoarios, pode acometer pele, mucosa ou visceras e se
encontra entre as seis endemias consideradas prioritarias no mundo. A terapéutica
convencional com base em antimoniais apresenta sérios efeitos colaterais e
eficiéncia limitada (7, 28).

O tratamento desta doenga ainda ¢ bastante complexo, visto que o
medicamento deve ser administrado por profissionais da saide ¢ com o paciente
hospitalizado (4). No Brasil, ¢ preconizado pelo Ministério da Satide e baseia-se,
principalmente, no antimonial pentavalente (Glucantime), entretanto todos os
medicamentos utilizados na terapia possuem efeitos colaterais, entre eles astralgia,
mialgia, inapeténcia, nauseas, vomitos, epigastralgia, plenitude gastrica, pirose, dor
local e febre, devidos a sua toxicidade (23, 24).

A incidéncia de casos de leishmaniose no Brasil tem aumentado nos
ultimos 20 anos em praticamente todos os estados. Os surtos estdo relacionados
principalmente com o processo predatorio de colonizagao (19). No ano de 2011,
foram confirmados cerca de 19.610 novos casos de leishmaniose tegumentar em
todo o Pais. Em 2012, até¢ o0 més de junho foram notificados 8.665 novos casos de
leishmaniose tegumentar (21).

A associac¢do entre conhecimento popular de plantas com potencial
farmacologico e prospecgdo fitoquimica visando isolar as moléculas bioativas
importantes na produgdo de novos fitoterapicos tem grande importancia na
busca por medicamentos que atuem no tratamento da leishmaniose, além de
fornecer subsidios para a implantagdo de politicas publicas para a conservagdo da
biodiversidade do Pais.

Esta pesquisa visou a caracterizagdo fitoquimica ¢ a avaliacdo da
capacidade leishmanicida do extrato hidroalcoolico de sete espécies vegetais do
Cerrado, buscando identificar as classes de constituintes quimicos presentes nos
extratos vegetais, bem como a atividade destes contra as formas promastigotas de
L. amazonensis in vitro

MATERIAL E METODOS
Selegdo das espécies vegetais

A escolha das espécies selecionadas para a realizagdo do presente
trabalho se baseou em um levantamento etnobotanico, priorizando-se as espécies
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encontradas no Cerrado tocantinense, segundo as indicagdes como anti-inflamatorio,
antirreumatico, antibidtico, analgésico, antiofidico e cicatrizante.

Coleta do material botanico

As plantas foram coletadas no més de junho de 2011, em uma area
identificada como Jaco, localizada a 5 km do Setor Novo Planalto no municipio
de Porto Nacional- TO. Identificadas as plantas, foram confeccionadas as exsicatas
que, em seguida, foram depositadas no Herbario HTO da Universidade Federal do
Tocantins com os numeros de registros: 7. fagifolia (4.208), V. squamata (10.489),
V. haenkeana (10.490), S. guianensis (10.491), L. pacari (10.492), G. glaucensces
(10.494) ¢ P, reticulata (10.495).

Preparagdo do extrato bruto

O material vegetal coletado foi acondicionado separadamente em sacos de
papel identificados e levado a estufa para secagem, mantendo-se uma temperatura
média de 60°C durante sete dias. O material ja seco foi triturado em moinho de
facas (Marconi, Mod. MA-340/A) e acondicionado num recipiente de vidro (3L),
posteriormente preenchido com etanol 70%, o que permitiu a solubilizagdo dos
principios ativos. O método de preparagdo de extrato hidroalcodlico (etanol/agua
70/30, v/v) ¢ andlogo ao das tinturas realizadas na cultura popular, nas quais se
misturam partes ativas das plantas com bebidas alcoolicas (5). Apos 72 horas,
a solugdo foi filtrada e concentrada em Evaporador Rotativo (Marconi, Mod.
MA120-TH). Obtido o extrato bruto, este material foi liofilizado (Liotop/ Mod.
L101) por, aproximadamente, 24 horas, obtendo-se, entdo, um extrato do tipo po.

Para o teste de compostos contra Leishmania, os extratos vegetais foram
diluidos no meio de cultivo do parasito. De acordo com a polaridade da amostra, a
substancia em teste foi dissolvida diretamente em dimetilsofoxido (DMSO).

Os extratos foram pesados e submetidos a diluigdo seriada em DMSO.
Apos as dilui¢des, foram obtidas as seguintes concentragdes dos extratos vegetais:
500 pg/mL, 250 pg/mL, 125ug/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,62 ug/mL, 7,81
pg/mL, 3,90 png/mL, 1,95 34 pg/mL e 0,97 pg/mL.

Preparo da placa

Utilizou-se placa estéril de 96 pogos. Os pocos das extremidades foram
preenchidos com 200 pL de agua estéril. Neste trabalho, foi utilizada como droga
de referéncia a Anfotericina B. Nos pocos para controle, ndo foi adicionado ST ou
droga de referéncia, apenas 100 uLL de meio e, posteriormente, 100 pL de cultura em
triplicata. Nos pogos brancos, somente 200 pL de meio em triplicata.

Em seguida, realizou-se a contagem da cultura de formas promastigotas
entre 2 e 4 dias de passagem. Utilizou-se a cultura na concentragio de 100 parasitos
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por mL. Apds o preparo da cultura, pipetou-se 100 uL desta em cada pogo, exceto
nos pogos brancos. Por fim, manteve-se a placa, com 200 puL em cada poco, em
estufa BOD a 24°C durante o periodo de teste (24, 48 ou 72 horas).

Verificagdo da atividade leishmanicida

Apbs o periodo de tratamento, cada pogo foi observado em microscopio
invertido, classificando-se os parasitos de acordo com a motilidade flagelar:

+ parasitos ativos no meio

+ alguns poucos parasitos ativos no fundo do pogo

—nenhum parasito ativo

Formas promastigas de L. amazonensis (MHOM/BR/76/MA-76)
foram mantidas em meio LIBHIT, segundo Gongalves da Costa et al. (1981),
suplementado com 10% de soro fetal bovino e penicilina (100 U/mL), a 26°C em
estufa BOD. Para garantir a caracteristica de infectividade, foram utilizadas somente
culturas de promastigotas com, no maximo, dez passagens in vitro (12).

Para avaliagdo da atividade contra promastigotas, 100 pL de cultura de
promastigotas de L. amazonensis na fase log (1 x 10°parasitos/mL) foram cultivados
em meio LIBHT e, em seguida, pipetados em cada pogo da placa. Nos pogos com
cultura, foram adicionados100 pL da solugdo dos extratos nas concentra¢des de
240, 120, 60, 30, 15, 7,5, 3,75 e 1,75 pug/mL e incubados em estufa BOD a 26°C.
Mantiveram-se po¢os somente com o parasito como controle. A viabilidade das
formas promastigotas foi mensurada no final de 72 horas por meio da contagem dos
parasitos em Camara de Neubauer. Os resultados foram expressos pela concentracao
inibitoria do crescimento do parasito em 50% (IC, ).

Contagem em Camara de Neubauer
Ap0s o periodo de tratamento dos parasitos com os extratos, realizou-se

a contagem em cada pogo do nimero de parasitos vivos. Os dados foram
normalizados segundo a férmula abaixo:

N parasitos do pogo controle

% inibigao de crescimento = N d 105 d
e parasitos do pogo

A normalizacao destes dados foi utilizada para analise estatistica e calculo
do IC, da Solugdo Teste.

Analise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos como média + desvio padrao.
Para as variaveis com distribui¢do paramétrica, foi utilizada a analise de variancia
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(ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey. As andlises foram feitas com o software
Graph Pad Prism 5.0.4 (Graph Pad Software Inc.). Em todas as analises, as
diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05.

Prospeccao fitoquimica

Para analise das principais classes quimicas de metabolitos especiais,
amostras dos extratos foram submetidas a analise fitoquimica preliminar (6, 18).

No preparo das amostras, utilizaram-se aproximadamente 100 mg dos
extratos vegetais, os quais foram solubilizados em SmL de MeOH e usados para
identificagdo de antraquinonas, flavonoides, triterpenoides e esteroides, saponinas,
cumarinas, compostos fendlicos, taninos, antocianidinas e chalconas.

RESULTADOS

Os extratos hidroalcoolicos foram primeiramente submetidos a triagem
para identificac@o da atividade leishmanicida e das concentragdes capazes de inibir
100% das formas promastigotas de L. amazonensis em um periodo de 24 horas.
As espécies L. pacari, V. squamata e T. fagifolia apresentaram melhores resultados
com 75ug/mL de toxidade contra os parasitos. V. haenkeana, P. reticulata ¢ G.
glaucensces apresentaram toxicidade em 125ug/mL, ja a espécie S. guianensis
apresentou uma toxidade maior que 500 pg/mL, contudo nem a maior concentragdo
usada de S. guianensis foi capaz de inibir 100% dos parasitos.

Considerando o resultado obtido na triagem, foi realizado o ensaio da
atividade Leishmanicida somente com as espécies L. pacari, V. squamata, T. fagifolia,
V. haenkeana, P. reticulata e G. glaucensces. A Tabela 1 resume estes resultados.

Tabela 1. Concentragdo inibitoria de 50% dos extratos hidroalcdolicos de seis
espécies vegetais e Anfotericina B em formas promastigotas de L.

amazonensis
Nome cientifico Farmacogeneo/Extrato Atividade Leishmanicida IC (ug/mL)
Terminalia fagifolia Entrecasca/EH 446,1 0,386
Vellozia squamata Caule/EH 305,0 + 0,029
Vochysia haenkeana Entrecasca/EH 85,1 £0,058
Lafoensia pacari Entrecasca/EH 14,6 £0,007
Galactia glaucensces Folha/EH 46,0+0,323
Plathymenia reticulata Entrecasca/EH 59,5+0,392
Anfotericina B Droga de referéncia 15,2 +0,358

Nota: Os valores representam média + desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em
triplicata.

P reticulata, pertencente a familia Leguminosae e conhecida popularmente
como vinhatico, possui como componentes quimicos taninos e flavonoides.
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Existem registros relacionando as caracteristicas quimicas da P. reticulata com
atividade anti-inflamatdria, bem como a descri¢ao de dois diterpenos cassanicos (11,
17). Porém, ndo existem relatos sobre a atividade Leishmanicida desta espécie. No
presente trabalho, P, reticulata demonstrou um valor considerado expressivo — 59,5
pg/mL, o que a classifica como uma planta promissora.

A espécie V. haenkeana vem sendo utilizada principalmente no preparo de
xarope indicado para a resolucdo de males como a bronquite, a tosse insistente e a
propria coqueluche. A parte mais utilizada ¢ a casca do caule (27) desta planta, que
apresentou IC, 85,1 pg/mL, valor mediano entre as seis espécies estudadas.

A canela d’ema, V. squamata, neste estudo apresentou um IC, de 305,0
pg/mL, considerado elevado quando relacionado a droga de referéncia, contudo nao
apresentou atividade leishmanicida satisfatoria.

T fagifolia demonstrou IC, de 446,1 ng/mL, revelando, assim, uma baixa
atividade leishmanicida. As plantas pertencentes ao género Terminalia sdo ricas em
triterpenos pentaciclicos e seus derivados glicosilados, flavonoides, taninos e outros
compostos aromaticos (1).

Acespécie G. glaucensces, que apresentou IC,  de 46 ng/mL, tem atividade
leishmanicida moderada. A auséncia de estudos sobre esta espécie ndo permite a
comparacdo deste resultado com a literatura.

L. pacari apresentou uma atividade leishmanicida significativa, com IC,
de 14,26 ng/mL, o que confirma sua eficacia. O Grafico | mostra a comparacao
deste resultado com os descritos na literatura.

A prospeccao fitoquimica qualitativa foi realizada somente para as seis
espécies que apresentaram os valores mais expressivos na atividade leishmanicida.
A analise fitoquimica pode identificar os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes (29). As reagdes quimicas de caracterizacdo (precipitacdo e coloragao)
estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Prospeccao fitoquimica das classes de produtos naturais pertencentes aos
extratos hidroalcoolicos liofilizados das sete espécies vegetais em estudo

Lafoensia  Plathymenia Terminalia  Vochysia Vellozia Galactia
pacari reticulata fagifolia  haenkeana  squamata _ glaucescens

Antraquinonas + - + + - -
Flavonoides + + + + + +
Triterpenoides - + + + - +
Esteroides + + - + + +
Saponinas + - + + + +
Cumarinas + - + - + -
Comppstos . 4 4 ) ) 4
Fenolicos

Taninos + + + + - +
Antocianidinas - - - - - -
Chalconas - - - - - +

(+) Presenga (-) Auséncia
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Grdfico 1. Comparagdo entre os valores de IC, | encontrados na literatura e os trés
melhores resultados apresentados neste trabalho
B Resultados descritos na literatura
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% inibigao de crescimento dos parasitos.
DISCUSSAO

Bezerraetal. (2006) avaliaram o efeito de dez extratos de plantas medicinais
em culturas de promastigotas de L. amazonensis. Os extratos hidroalcodlicos de
Julocroton triqueter (Lam.) Didr. var. triqueter (Euphorbiaceae), Dichorisandra
sp (Commelinaceae) e Tephrosia cinera (L) Pers. (Fabaceae) apresentaram maior
eficacia, com IC_ de 29,5 ng/mL, 32,9ug/mL e 43,6pg/mL, respectivamente (3).

Em estudos realizados por Nakamura et al. (2006), foram avaliadas as
atividades dos extratos brutos e suas fragdes, obtidos de folhas de Piper regnellii
var pallescens, sobre formas promastigotas de L. amazonensis cultivadas em
meio Warren a 28°C durante 72 horas. O efeito das fragdes, aquosa e acetato etila,
apresentou maior atividade com IC, de 167 ug/mL e 30 ug/mL, respectivamente.
Outro exemplo ¢ o da espécie vegetal Stachytarpheta cayennensis (25). Ao testar a
atividade de seu extrato hidroalcodlico, observou-se um IC_ de 382,5 ug/mL para

52 Rev Patol Trop Vol. 44 (1): 45-55. jan.-mar. 2015



a L. amazonenses, valor considerado elevado se comparado com o teste realizado
para L. braziliensis, cujo IC, foi de 73,7 pg/mL (22).

Teles et al. (2011) testaram o extrato etandlico dos frutos de Combretum
leprosum Mart. quanto a sua atividade toxica contra promastigotas de L.
amazonensis, 0 extrato foi ativo e apresentou IC,  de 24,8pg/ml (32).

A prospeccao fitoquimica destes extratos revelou, nas espécies com melhor
atividade leishmanicida — L. pacari, G. glaucensces, P. reticulata e V. haenkeana,
principalmente a presenca de flavonoides, triterpenoides, esteroides e taninos. Na
espécie L. pacari, ja havia sido confirmada a presenca de esteroides e triterpenoides,
em alta concentracdo nas folhas, bem como de taninos e fendis simples (15, 31).
Entretanto, em virtude da utilizagdo apenas da entrecasca no presente estudo, nao
foram identificados os triterpenos, o que demonstra a existéncia de maior ou menor
concentracdo de classes de metabolitos secundérios em diferentes partes da planta.

Estudos de rotas biossintéticas demonstraram como percussor o squaleno,
um triterpeno oriundo do pirofosfato de farnesila, para os esteroides e saponinas, o
que reforca a existéncia de triterpenos na espécie L. pacari (9).

A estagdo de coleta da planta ¢ um dos fatores de maior importancia, visto
que a quantidade e, as vezes, até mesmo a composi¢ao dos constituintes ativos nao
sdo constantes durante o ano. De acordo com Gobbo-Neto (2007), os outros fatores
que podem influenciar o contetido de metabdlitos secundarios sdo: ritmo circadiano,
desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta,
nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e estimulos mecanicos ou ataque de
patdgenos, devendo-se considerar também a idade da planta (13).

Ncube et al. (2010), estudando a varia¢do sazonal do contetido de taninos
condensados de plantas medicinais da Africa do Sul, observaram que os bulbos e
folhas de Tulbaghia violacea e Hypoxis hemerocallidea e as folhas de Merwilla
plumbea exibiram maiores concentragdes durante o inverno, enquanto bulbos
e folhas de Drimia robusta, durante a primavera. Ja os bulbos de M. plumbea
apresentaram os maiores valores dos referidos taninos durante o verao (26).

Assim, evidencia-se a importdncia de mais estudos e possiveis
fracionamentos destes extratos na busca por metabolitos secundarios com maior
atividade leishmanicida e menor citotoxicidade.

Apenas o extrato hidroalcodlico da espécie L. pacari manteve ou
confirmou o resultado da triagem com os testes in vitro.

Na prospeccao fitoquimica, foi evidenciada a presenca de flavonoides,
triterpenoides, esteroides e taninos que, segundo a literatura, sdo responséaveis pela
atividade leishmanicida.

Estes resultados indicam a necessidade de mais estudos para a avaliacao
do carater citotoxico dos extratos, da atividade em infecc¢des in vivo, bem como
do fracionamento na busca por substincias responsaveis pela agdo leishmanicida
encontrada nos extratos. A indicagdo das quatro classes de metabdlitos secundarios
pode orientar este trabalho no sentido do isolamento destas moléculas e,
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principalmente, na identificagdo de sua estrutura quimica, imprescindivel no estudo
do mecanismo de agdo fisiologica.
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