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CAPITULO |

INTRODUCAO

1. Consideragdes gerais

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias que acometem o
homem, causadas por varias espécies de protozoarios do género Leishmania
(ROSS, 1903). Apresentam-se sobre diferentes formas clinicas, dependendo
da espécie de Leishmania envolvida e da relagdo do parasita com seu
hospedeiro (SARAVIA et al, 1989). Dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) mostram que as leishmanioses ameacam 350 milhdes de pessoas em
88 paises do mundo, sendo que 72 destes sao paises em desenvolvimento.
Nos ultimos dez anos, surgiram novas regides endémicas e houve aumento no
namero de casos da doenca (WHO/OMS, 2000). No Brasil, o aumento da
incidéncia das leishmanioses associado as altas taxas de morbidade e a
difusdo para novas areas geogréficas, inclusive urbanas, tem constituido um
grande problema para saude publica (BRANDAO-FILHO et al, 1994).

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, familia
Tripanosomatidae, que compreende protozoarios parasitas, com um ciclo de
vida digenético (heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros
vertebrados e insetos vetores, estes Ultimos sendo responsaveis pela
transmissdo dos parasitos. Nos hospedeiros mamiferos, representados na
natureza por varias ordens e espécies, 0s parasitos assumem a forma
amastigota, arredondada e imdével, que se multiplica obrigatoriamente dentro de
células do sistema monocitico fagocitario. Todas as espécies do género séo
transmitidas pela picada de fémeas infectadas de dipteros da sub-familia
Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo Mundo, e
Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos flebotomineos os parasitos vivem no

meio extracelular, na luz do trato digestivo. Ali, as formas amastigotas,



ingeridas durante o repasto sangulineo, se diferenciam em formas
promastigotas flageladas, morfolégica e bioquimicamente distintas das
amastigotas (KILLICK-KENDRICK, 1979; KILLICK-KENDRICK, 1990; KILLICK-
KENDRICK et al, 1991; WALTERS, 1993), sendo posteriormente inoculadas na
pele dos mamiferos durante a picada.

Existem pelo menos sete espécies de Leishmania descritas que estéao
associadas com a doenca humana, sendo que no Brasil Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania)
chagasi sdo as espécies mais amplamente distribuidas (GRIMALDI et al,
1987). A L. (L.) chagasi €, nas Américas, 0 protozoario responsavel pela
leishmaniose visceral, Calazar ou febre negra (Kalaazar), caracterizada,
classicamente, por febre irregular de longa duracdo, emagrecimento,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e trombocitopenia (BADARO et al,
1997). A L. (V.) braziliensis € a espécie mais prevalente no homem, causando
a leishmaniose tegumentar americana (LTA), com lesdes cutaneas e mucosas.
E encontrada em todas as zonas endémicas do Pais, desde o norte até o sul,
tanto em éareas de colonizacbes antigas ou recentes. E transmitida por
diferentes espécies de flebotomineos como Lutzomyia whitmani, Lu. wellcomei
e Lu. intermedia, dentre outras (LAISON et al, 1987). L. (L.) amazonensis
também € o0 agente etiologico de LTA, incluindo a forma anérgica ou
leishmaniose cutanea difusa e seus reservatérios sdo roedores e marsupiais e
a Lu. flaviscutellata e Lu. olmeca os principais vetores (SHAW et al, 1975).

As manifestagdes clinicas das leishmanioses séo variaveis e dependem
da associacdo entre as caracteristicas de viruléncia da espécie de Leishmania
infectante e da resposta imunologica do hospedeiro (PEARSON et al, 1996).
Na leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neotropical os parasitas
apresentam acentuado tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do bacgo,
figado, medula 6ssea e dos tecidos linfoides; € uma doenca sistémica muito
grave, podendo levar o hospedeiro a morte (HERWALDT, 1999; DAVIES et al,
2003; MURRAY, 2005). A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) abrange
as formas de leishmaniose cutanea, mucocutanea e cutanea difusa. A
leishmaniose cutanea caracteriza-se por ulceras crbnicas na pele,
desenvolvidas no local da picada do inseto vetor e que podem levar meses

para cicatrizar. A leishmaniose mucocutanea causa, no inicio, Ulceras na pele



similares aquelas da leishmaniose cutanea que, entretanto, cicatrizam, para
depois reaparecerem, principalmente nas mucosas do nariz e da boca, devido
a disseminacdo dos parasitas via corrente sanguinea ou linfatica. A
leishmaniose mucocutanea geralmente €& acompanhada por infeccOes
secundarias e destruicdo de grandes extensdes de tecido (HANDMAN, 2000).
Cutanea difusa é a forma disseminada cutanea que se apresenta em individuos

anérgicos ou, tardiamente, em pacientes tratados da forma visceral.

Mesmo com diferentes formas de expressdo nos tecidos animais
infectados, trés caracteristicas comuns podem ser encontradas nas infeccoes
causadas por esses protozoarios: parasitismo de macrofagos do hospedeiro,
resposta imunologica e inflamatéria do hospedeiro regulando o
desenvolvimento da doenca e infeccdo persistente do tecido infectado
(MURRAY, 2005).

As leishmanioses sao consideradas pela OMS uma das seis doencas
tropicais de importancia mundial entre as causadas por protozoarios. Segundo
essa organizacdo, surgem 500 mil casos da leishmaniose tegumentar
anualmente no mundo, e no Brasil, esse niumero varia entre 2 mil e 3 mil casos.
A maioria estd nos estados costeiros, do Para ao Parana, e em estados
centrais como Goias, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, sendo que em 2004
foram detectados 22.590 novos casos de leishmaniose tegumentar
(MACHADO, 2005). Desse total, o estado do Para registrou 4.095, Mato
Grosso, 3.284, e Maranhdao, 2.625, sendo os estados com 0S menores
nameros Santa Catarina, com oito casos, e Rio Grande do Sul, com apenas
dois.

No Estado do Parand a LTA é endémica, atingindo proporcdes
epidémicas em 1993, 1994 e 1995. (SILVEIRA et al, 1999). No periodo de 1980
a 2003 registraram-se 12.304 casos da doenca no Estado do Parana,
principalmente no norte e oeste, correspondendo a 99,3% do total do sul do Brasil.
O aumento do numero de casos de LTA no Brasil requer cuidados imediatos
que privilegiem o preparo de profissionais da area de saude para a
identificagéo da doenca, o suprimento de recursos laboratoriais e a busca de
novos farmacos, pois a deficiéncia destes fatores tem prejudicado o diagnéstico

e tratamento adequado da doenca (LIMA et al, 2007).



A droga de primeira escolha para o tratamento da LTA é o antimonial
pentavalente, existente sob duas formas: o antimoniato de N-metilglucamina e
o stibogluconato de sodio, sendo que este ultimo ndo é comercializado no
Brasil. De acordo com recomendacfes do Ministério da Saude (FUNASA,
2000), nas formas cutaneas localizadas e disseminadas a dose deve variar
entre 10 a 20mg/ShY/Kg/dia, durante 20 dias seguidos. Se ndo houver
cicatrizacdo completa trés meses apos o término do tratamento, 0 esquema
devera ser repetido, prolongando-se, desta vez, a duracdo da série para 30
dias. Na forma difusa a dose é de 20mg/Sh"/Kg/dia, durante 20 dias seguidos.
Em todas as formas de acometimento mucoso a dose recomendada € de
20mg/ShY/Kg/dia, durante 30 dias consecutivos, preferencialmente em
ambiente hospitalar. Se ndo houver cicatrizacdo completa trés meses apés o
término do tratamento, o esquema devera ser repetido apenas uma vez. Os
efeitos colaterais mais frequentes sdo artralgia, mialgia, inapeténcia, cefaléia,
febre, vomitos, tontura e inchagco no local da aplicacdo. A cardio, nefro e
hepatoxicidade dos antimoniais constituem uma importante limitacdo a sua
seguranca. Idealmente os pacientes, em especial os mais idosos, devem ser
submetidos a avaliagdo cardiolégica prévia. Por serem abortivos, o0s
antimoniais ndo podem ser administrados a gestantes (FUNASA, 2000).

Nos casos de resisténcia terapéutica aos antimoniais, pacientes
nefropatas e gestantes, usa-se a Anfotericina B, antibiotico poliénico de
reconhecida acdo leishmanicida. Os efeitos colaterais mais comuns incluem
nauseas, voOmitos, febre, hipopotassemia, insuficiéncia renal, anemia e
alteracdes cardiacas. A cardio e nefrotoxicidade, além do uso EV, impedem
seu uso fora do ambiente hospitalar.

As pentamidinas, sdo moléculas de grande interesse no tratamento de
leishmaniose visceral e mucocutanea refrataria a antimoniais pentavalentes
(AMATO et al, 2000). Apresentam-se sob a forma de dois sais (isotionato de
pentamidina e mesilato de pentamidina) e no Brasil € comercializado apenas o
isotionato de pentamidina. Poucos estudos foram realizados nas Américas
utilizando as pentamidinas na terapéutica da LTA. A dose preconizada é de
4mg/kg/dia, por via intramuscular profunda, de 2 em 2 dias, recomendando-se
nao ultrapassar a dose total de 2g. Devido o medicamento ter acdo no

metabolismo da glicose, pode haver hipoglicemia seguido de hiperglicemia



quando do seu uso. Outras reacOes adversas mais frequentes séo: dor,
induracdo e abscessos estéreis no local da aplicagdo além de nauseas,
vomitos, tontura, adinamia, mialgias, cefaléia, hipotensao, lipotimias, sincope.
O diabetes mellitus pode se manifestar a partir da administracdo da dose total
de 1g. O efeito diabetogénico pode ser cumulativo e dose dependente. E
contra-indicada para gestantes, portadores de diabetes, insuficiéncia renal,
insuficiéncia hepatica, doencas cardiacas e em criangcas com peso inferior a
8kg (FUNASA, 2000).

Até 0 momento, ndo existe vacina disponivel comercialmente para a
prevencao da leishmaniose e a toxidade e as dificuldades de administracéo dos
medicamentos séo fatores que dificultam o tratamento. A utilizacdo de plantas
medicinais para a producdo de medicamentos vem sendo requisitada no

importante campo da ciéncia farmacéutica.

1.1. Uso de Fitoterapicos

Ao longo das décadas o homem tem enfrentado grandes desafios na
medicina, para a cura de doencas como a AIDS, o cancer e as doencas
tropicais. Na tentativa de solucionar estes problemas, o homem tem encontrado
nas fontes naturais um arsenal promissor de substancias terapéuticas. O
isolamento e o estudo destas substancias naturais tém sido uma preocupacao
das Ciéncias Quimicas e Farmacéuticas ha mais de 200 anos (BRAZ, 1994).
Os farmacos de origem sintética predominam no arsenal terapéutico, mas nos
altimos anos, as plantas tornaram-se uma importante fonte de produtos
naturais biologicamente ativos e 25% dos medicamentos do mercado
farmacéutico possuem estes extratos em sua composicdo, alguns dos quais
tém sido usados como matéria-prima de drogas semi-sintéticas (BERGMANN
et al, 1997), sendo os compostos protétipos modificados estruturalmente, o que
pode aumentar a atividade ou ainda reduzir a sua toxicidade (KOROLKOVAS
et al, 1988).

Baseando-se na grande diversidade de metabdlitos secundarios de
plantas, e no fato de que possuem um grande namero de atividades bioldgicas,



incluindo ac¢bes inseticida, fator de crescimento, antifingica, bactericida,
antiviral e antiprotozoaria ja descritas na literatura, estas substancias vem cada
vez mais sendo testadas nos mais variados modelos de avaliagdo do potencial
bioldgico.

No caso da leishmaniose, estudos quimicos e imunofarmacolégicos tém
sido realizados com o intuito de encontrar novos compostos menos toxicos,
economicamente mais viaveis de efeito especifico e que minimiza a resisténcia
do parasita as drogas (SANTOS, 2004).

Desde a Declaracdo de Alma-Ata, em 1978, a OMS tem expressado a
sua posicao a respeito da necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas
medicinais no ambito sanitario, tendo em conta que 80% da popula¢do mundial
utiliza essas plantas ou preparacdes destas no que se refere a atencao
primaria de saude. Ao lado disso, destaca-se a participacdo dos paises em
desenvolvimento nesse processo, ja que possuem 67% das espécies vegetais
do mundo (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 2006).

Muitas substancias de origem natural, tanto animal como vegetal, vem
sendo largamente pesquisadas para a cura de varias doencas e a leishmaniose
inclui-se nessa busca alternativa. Diversos compostos quimicos, isolados de
extratos vegetais, tém 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 aminosteréides (KAM et al,
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), flavondides (ARAUJO et al., 1998), lignanas (BARATA et al, 2000;
ROYO et al, 2003) e de alcaléides (MAHIOU et al, 1994; FOURNET et al, 1993;
QUEIROZ, et al, 1996).

Destaca-se o estudo de SANTOS et al. (1997) que avaliaram in vitro a
atividade do extrato etandlico do caule e das folhas de Plumbago scadens
(Plumbaginacea). Na concentracdo de 100ug/mL, o extrato inibiu 88% do
crescimento das formas promastigotas e 61% em relacdo as formas
amastigotas da L. (L.) amazonensis. Ja BARATA et al. (2000), avaliando a

atividade leishmanicida de neolignanas isoladas de Virola surinamensis e



analogos sintéticos, sobre as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania donovani em culturas, verificaram que alguns dos compostos foram
eficazes apenas para as formas promastigotas, sendo que outros foram
eficazes para as formas amastigotas, observando assim uma variedade em
termos de atividade biolégica de acordo com a forma do parasita. Também
KAYSER & KIDERLEN em 2001, observaram in vitro sob as formas
promastigotas e amastigotas, que chalconas derivadas de algumas plantas,
demonstraram atividade contra os parasitas do género Leishmania. Embora,
apresentavam apreciavel atividade antileishmanial, contudo também
demonstravam toxicidade relativamente alta para o sistema monofagocitario
(PONTIN, 2002).

Apesar dos varios estudos nesta area, ainda existem muitas espécies
vegetais com potencial atividade leishmanicida a serem avaliadas.

O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento dessa
terapéutica, com a maior diversidade vegetal do mundo, ampla
sociodiversidade, uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento
tradicional e tecnologia para validar cientificamente esse mento (DIARIO
OFICIAL DA UNIAO, 2006).

2. Aespécie vegetal Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae)

O Calophyllum brasiliense Camb. planta da familia Clusiaceae, é uma
arvore de grande porte, que cresce principalmente em regides de floresta da
Mata Atlantica no Brasil. Popularmente é conhecida por Jacareuba, Gulande-
carvalho, Guanandi-carvalho, Pau-Maria, Guanadi-cedro, Guanandi, Landim,
Pau-de-azeite, Guanandi-piolho ou Guarandi. Os géneros mais importantes no
Brasil sdo Calophyllum, Kielmeyera (Pau-santo), Caraipa, Platonia (obacuri),
Clusia, Hypericum e Rheedia.

Nas plantas das familias Clusiaceae, Hipericaceae e Gentianaceae
encontram-se diversos tipos de xantonas, metabdlitos secundarios de grande
interesse fitoquimico, derivados de dibenzeno-y-pirona (CRONQUIST, 1981,
CARDONA et al., 1990; SIMOES et al., 1999). Do caule e da resina do C.



brasiliense além das xantonas, sdo isolados sitosterol, terpenos, cumarinas,
flavondides e triterpenos (DA SILVA et al, 2001). Algumas propriedades
farmacoldgicas das xantonas incluem acdo analgésica (ISAIAS et al., 2004),
antimicrobiana (REYER-CHILPA et al, 1997, DHARMARATNE et al, 1999;
PRETTO et al, 2004; YASUNAKA et al, 2005) e atividade antiprotozoario (ABE
et al, 2004).

O cha de cascas de C. brasiliense obtido por infusdo € um remédio
popular utilizado para tratamento de reumatismo, varicoses, hemorroidas e
Ulceras cronicas (NOLDIN, 2006). Recentemente, também foram isolados das
cascas do caule acido cromona, que demonstraram potencial antibacteriano
contra Bacilus cereus e Staphylococcus epidermitis (COTTIGLIA et al, 2004).
Um grupo de pesquisadores do Instituto Nacional do Céancer reportou uma
cumarina, o (+) calanolideo A, isolada de espécies de Calophyllum, como uma
das substancias quimicas mais ativas frente ao virus HIV-1 (ITO et al, 2003).
Das cascas da C. brasiliense, também foram isoladas brasixantona que
apresentaram efeito inibitério sobre o virus Epstein-Barr (ITO et al, 2002).
Algumas cumarinas isoladas desta espécie apresentaram atividade
anticancerigena e antimicrobiana (CHILPA et al, 2004). O extrato em
diclorometano do caule C. brasiliense apresentou um efeito gastroprotetor em
ratos (SARTORI et al, 1999).

SILVA et al. (2001) analisaram a fragdo acetato de etila das folhas e
obtiveram cinco sélidos puros, identificados como quercetina, acido galico,
acido protocatéquico, hiperosideo e amentoflavona. O extrato bruto e fracdes
polares (ndo soluveis em cloroférmio) e n&o polares (sollveis em cloroférmio)
de partes diferentes da planta como raizes, caules, folhas, flores e frutos,
apresentaram atividade contra bactérias Gram-positivas e em algumas cepas
Gram-negativas, sendo o0 acido protocatéquico efetivo contra todos os
microrganismos testados e a 1,5-diidroxixantona somente contra Gram-—
positivas (PRETTO et al, 2004). Em um estudo com o0s extratos metandlico,
hexanico e acetdnico, obtidos dos galhos desta planta, foram isoladas as
substancias calanolideo A, B e soulattrolideo, que apresentaram efeitos
inibitérios promissores sobre a enzima transcriptase reversa do virus HIV-
1(HUERTA-REYES et al, 2004).



Das folhas foram isolados derivados cumarinicos do tipo mammea sendo
gue apenas os derivados do tipo mammea A, apresentaram efeitos
antibacterianos, inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus, S.
epidermidis e Bacillus subtilis. Neste mesmo estudo, foram relatadas atividades
citotoxicas significativas destes derivados cumarinicos contra trés linhagens de
células tumorais humanas (K562, U251 e PC3), além da inibicdo in vitro da
enzima transcriptase reversa do virus HIV-1(REYES-CHILPA et al, 2004).

Estes efeitos demonstram que possiveis principios ativos isolados de
Calophyllum poderéo propiciar a descoberta de compostos relevantes para a
terapéutica. grande variedade de moléculas isoladas deste género apresentam
de substancias inéditas e/ou com potencial terapéutico evidenciado. A
possibilidade de encontrar produtos deste género com potencial para o
tratamento de LTA € instigante, porque ndo estdo disponiveis novas drogas

desde que os antimoniais foram introduzidos na terapéutica desta doenca.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Estudar a atividade leishmanicida in vitro do extrato bruto e fracdes da
espécie vegetal Calophyllum brasiliense e na infeccdo experimental por

Leishmania (Leishmania) amazonensis em camundongos BALBI/c.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar o potencial leishmanicida de extratos bruto e/ou de metabdlitos
secundarios puros da planta Calophyllum brasiliense sobre:

- as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

- as formas amastigotas intracelulares cultivadas em macréfagos
peritoneais de camundongos.

- a infeccéo experimental in vivo em camundongo BALB/c, por meio da

evolucdo da lesdo na pata e da carga parasitaria.
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CAPITULO llI

CONCLUSAO

O extrato diclorometano e a fragdo hexano de Calophyllum brasiliense
apresentou uma expressiva atividade anti leishmania in vitro e in vivo.

Apresentou atividade leishmanicida “in vitro” sobre formas promastigotas
e sobre formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis.

Reduziu a infec¢do na pata e diminuiu a carga parasitaria nos linfonodos
popliteos de camundongos infectados experimentalmente com L. (L.)
amazonensis.

Portanto, o C. brasiliense modula a infec¢céo experimental, controlando a

progressédo da infeccéo por Leishmania, limitando a sua disseminacéao.



PERSPECTIVAS FUTURAS

Plantas medicinais com atividade leishmanicida, como a C. brasiliense,
alvo de nosso estudo, tém surgido como alternativa no tratamento da
leishmaniose. No entanto, o mecanismo de acdo associado aos principios
ativos responsaveis por esta atividade ainda € pouco esclarecida.

Na medicina popular, a utilizacdo de algumas plantas medicinais no
tratamento de Ulceras causadas por Leishmania sp € bastante comum, dentre
estas podemos citar a Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, conhecida
popularmente como gervao, rinchdo e vassourinha-de-botéo pertence a familia
Verbenaceae (Pio Correa, 1984), onde se utilizam a aplicacdo de folhas e
raizes trituradas. No entanto se faz necesséario avaliar a eficdcia destes
fitoterapicos no processo de reparacdo cutanea e diminuicdo da carga
parasitaria, para que seu uso possa ser difundido para a sociedade e o0s
unglientos preparados a partir de extratos desta planta possam ser
comercializados como agente terapéutico.

N&o havia na literatura cientifica trabalhos que relatassem a acédo do
extrato diclorometano e fragdo hexano das folhas do C. brasiliense sobre a
cicatrizagcdo de ulceras da LTA em animais experimentais. Por isso, 0s
resultados deste trabalho abre perspectivas para novos estudos, a fim de
elucidar as estruturas dos compostos envolvidos e 0s seus mecanismos de
acao.

Por outro lado, como outros compostos desta familia tém atividade anti
tumoral existe grande potencial para o desenvolvimento de pesquisa nessa
area.

Em nossa visdo os conhecimentos adquiridos durante o mestrado
poderdo ser Uteis para aprofundar os estudos desta espécie vegetal ou para o
estudo de outras espécies com atividade medicinal.
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