Universidade de Lisboa

Faculdade de Farmacia

U

LISBOA FACULDADE DE
UNIVERSIDADE UFARMACIA

DE LISBOA Iniversidade de Lisboa

Produtos naturais com potencial

leishmanicida

Teresa Isabel Miranda Julio

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

2020






Universidade de Lisboa
Faculdade de Farmacia

U

“ s B UA FACULDADE DE
UNIVERSIDADE FARMACIA

DE LISBOA Universidade de Lisboa

Produtos naturais com potencial

leishmanicida

Teresa Isabel Miranda Julio

Monografia de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

apresentada a Universidade de Lisboa através da Faculdade de Farmacia

Orientadora: Professora Auxiliar, Doutora Rita Maria Olivenca

Trindade dos Santos Serrano

2020



Resumo

A Leishmaniose é uma doenga provocada por protozoarios do género Leishmania,
transmitida ao ser humano e a outros mamiferos através da picada de flebotomineos fémeas
infetados. E endémica ao nivel das regides tropicas, subtropicais e no Sul da Europa, mas de
modo predominante nos paises em desenvolvimento, sendo considerada uma doenca
negligenciada. A disseminacdo para outras regifes geogréaficas é possivel, sendo as alteracdes
climaticas associadas ao aquecimento global um dos fatores que pode predispor para que tal

ocorra.

A Leishmaniose pode ser classificada como: cutanea, com manifestacGes clinicas que
podem variar desde uma Unica lesdo na pele, até numerosas lesées com ou sem ulceragéo
associada; mucocuténea, em que se constatam lesdes invasivas e destrutivas da mucosa
nasofaringea, podendo causar desfiguracdo permanente com progndstico reservado; visceral, a
forma clinica mais grave que afeta o figado, baco e medula éssea, e que na auséncia de

tratamento é fatal.

Ainda ndo existe uma vacina comercializada e o arsenal terapéutico atual assenta
principalmente na utilizacdo de derivados antimoniais pentavalentes, anfotericina B e a sua
formulacdo lipossomal, pentamidina, miltefosina e paromomicina. Este reduzido arsenal
terapéutico estd associado a emergente resisténcia dos parasitas, eficacia variavel, efeitos
secundarios graves, extensa duracdo do tratamento, elevados custos e vias de administracdo que
n3o sio praticas, condicionando a adesdo terapéutica. E necessario desenvolver alternativas a
terapéutica convencional, menos toxicas e de acesso vidvel as populacbes mais afetadas, que
sdo geralmente as mais desfavorecidas economicamente. E neste ambito que surge a
importancia do estudo de produtos naturais que apresentem potencial para ultrapassar as
limitacGes da terapéutica atual. Nesta monografia efetuou-se a abordagem de formas clinicas
da Leishmaniose, terapéutica convencional e as suas limitacfes e de produtos naturais de
origem vegetal com potencial leishmanicida que representam uma oportunidade enquanto
alternativas para o tratamento desta doenca. A andlise destes produtos naturais de origem
vegetal, baseada nos estudos cientificos publicados, incidiu sobre as suas propriedades,

atividade leishmanicida, mecanismo de acéo e toxicidade.

Palavras-chave: Leishmaniose; Leishmania; produtos naturais; leishmanicida; origem vegetal



Abstract

Leishmaniasis is a disease provoked by protozoans of genus Leishmania, transmitted to
humans and other mammals through the bite of infected sandflies females. It is endemic in the
tropics, subtropical regions and Southern Europe, but predominantly in developing countries,
being considered a neglected disease. Dissemination to other geographic regions is possible,
with climate change associated with global warming being one of the factors that can predispose
this to occur.

Leishmaniasis can be classified as: cutaneous, with clinical manifestations that can vary
from a single lesion on the skin, to numerous lesions with our without associated ulceration;
mucocutaneous, in which invasive and destructive lesions of the nasopharyngeal mucosa are
found, that can cause permanent disfigurement with a poor prognosis; visceral, the most serious
clinical form that affects the liver, spleen and bone marrow, and which in the absence of
treatment is fatal.

There is still no commercialized vaccine and the current therapeutic arsenal is based
mainly on the use of pentavalent antimonial compounds, amphotericin B and its liposomal
formulation, pentamidine, miltefosine and paromomycin. This reduced therapeutic arsenal is
associated with the emergence of parasite resistance, variable efficacy, serious side effects,
extensive treatment duration, high costs and routes of administration that are not practical,
conditioning therapeutic adherence. It is necessary to develop alternatives to conventional
therapy, less toxic and with viable access to the most affected populations, which are generally
the most economically disadvantaged. It is in this context that the importance of studying
natural products that have the potential to overcome the limitations of current therapy arises.
This monograph approached the clinical forms of Leishmaniasis, conventional therapy and its
limitations, and natural products of plant origin with leishmanicidal potential that represent an
opportunity as alternatives for the treatment of this disease. The analysis of these natural
products of plant origin, based on published scientific studies, focused on their properties,

leishmanicidal activity, mechanism of action and toxicity.

Keywords: Leishmaniasis; Leishmania; natural products; leishmanicidal; plant origin
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Abreviaturas

CCso — Concentracdo Citotoxica para 50% das células
CEso — Concentracao Eficaz de 50%
Clso— Concentracdo Inibitoria de 50%

CDC — Centros de Controlo e Prevengdo de Doencas, do inglés Centers for Disease Control

and Prevention

DEso — Dose Efetiva de 50%

DEgo — Dose Efetiva de 90%

DLso — Dose Letal de 50%

EGCG - Epigalocatequina-3-galato

IM - Intramuscular

IV — Intravenosa

kg - kilograma

mg - miligrama

mL — mililitro

mM- milimolar

MTT — Ensaio de viabilidade celular

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

SI — indice de Seletividade, do inglés Selection Index
SIDA — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana

ug - Micrograma

uM — Micromolar
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1. Introducao

1.1. Leishmaniose

A Leishmaniose é uma doenga parasitaria provocada por protozoérios de Leishmania,
existindo varias espécies que podem causar a infecdo. A transmissdo ao ser humano ocorre
através da picada de vetores flebotomineos fémeas infetados. Verifica-se de modo
predominante nos paises em desenvolvimento, sendo considerada uma doenga tropical

negligenciada, com significativa morbilidade e mortalidade. (1)

1.2. Etiologia

Relativamente a etiologia da leishmaniose, 0s agentes responsaveis por esta
doenca sdo protozoarios que pertencem a familia Trypanosomatidae e ao género

Leishmania, existindo 53 espécies, das quais 20 sdo patogenicas para o ser humano. (2)

Apesar da transmissdo ocorrer maioritariamente através dos flebotomineos fémeas,
algumas espécies de parasitas de Leishmania também podem ser transmitidos por outras vias,
nomeadamente através de transfusbes de sangue, partilha de seringas contaminadas,

transmissdo congeénita e transplante de 6rgéos. (3,4)

1.3. Ciclo de vida do agente etiologico

O comeco do ciclo biolégico do parasita ocorre com a picada do flebotomineo do sexo
feminino infetado no hospedeiro vertebrado, aguando a ingestdo de sangue, constatando-se a
inoculacdo da forma promastigota, que corresponde a fase infeciosa, presente na probdscide do
inseto. Os macrofagos, assim como outras células do sistema mononuclear fagocitario,
procedem rapidamente a fagocitose dos promastigotas, que sofrem de seguida diferenciacdo no
interior das células, originando as formas amastigotas. Estas formas intracelulares multiplicam-
se e disseminam a infecdo para outras células do sistema mononuclear fagocitario. Quanto aos
flebotomineos do sexo feminino que ndo padecem da infecéo, ao efetuarem a refei¢do de sangue

no hospedeiro vertebrado infetado, ingerem células infetadas com amastigotas, que ao
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atingirem o intestino, transformam-se em promastigotas, reproduzindo-se sucessivamente por

divisdo binéria, ocorrendo posteriormente a migracao para a probdscide. (3)

1.4. Hospedeiros

1.4.1 Vetor

Os vetores naturais dos protozoérios de Leishmania sdo flebotomineos fémeas, insetos
que pertencem a familia Psychodidae e ao género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia
no Novo Mundo. (5)

1.4.2. Vertebrados

Os hospedeiros vertebrados compreendem, para além dos humanos, varios mamiferos,
selvagens e domesticos, sendo os cdes 0s animais mais importantes ao nivel da epidemiologia
da Leishmaniose. (5,6) Nem todos os humanos ou animais que estdo infetados apresentam
sintomas e por isso apesar de aparentarem estar saudaveis tém capacidade de potencialmente
infetar o flebotomineo, constituindo reservatérios da doenca, sendo que existem mais casos de

infecdes assintomaticas do que com manifestac@es clinicas. (7)

1.5. Epidemiologia e fatores de risco

A Leishmaniose afeta populacdes humanas em todos os continentes, excluindo a
Antartida e a Australia. Verifica-se em cerca de 90 paises, ao nivel de regibes tropicais,
subtropicais e no Sul da Europa. (3) Ocorre predominantemente em Africa, Asia e América
Latina. (1)

No ambito do programa global da Leishmaniose para 2018 da OMS, mais de 90% dos
casos de leishmaniose visceral reportados advieram de 7 paises: india, Brasil, Quénia, Etidpia,

Sudao, Sudao do Sul e Somélia. Em relagdo a leishmaniose cuténea, 85% dos casos reportados
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tiveram origem nos seguintes paises: Coldombia, Per(, Brasil, Afeganistdo, Argélia, Tunisia,

Paquistdo, Iraque, Replblica Islamica do Irdo, Republica Arabe da Siria e Bolivia. (1)

Quanto a leishmaniose mucocuténea, praticamente 90% dos casos constatam-se nos

paises Perd, Bolivia e Brasil. (1)

A Leishmaniose afeta predominantemente populagfes economicamente desfavorecidas
e esta associada a diversos fatores, nomeadamente condi¢des habitacionais precarias, deficiente
nutricdo e sistema imunitario debilitado. (1) A sua ocorréncia é mais comum nas zonas rurais,

mas também se verifica nos subdrbios das cidades. (3)

A prevaléncia desta doenca esté significativamente relacionada com fatores ecoldgicos,
destacando-se a desflorestacdo e alteracBes climaticas associadas ao aquecimento global,
alteracOes essas que podem conduzir a sua disseminagdo para outras regides geograficas. (3,4)
A expansdo da Leishmaniose também pode ser favorecida por viagens a areas tropicais e
subtropicais, assim como o transporte de cdes oriundos de zonas endémicas para zonas nao

endémicas. (4)

O diagnostico assim como o tratamento tardio também s&o relevantes para a propagacao
da doenca uma vez que pessoas e animais infetados nao tratados constituem reservatérios para

0s parasitas e possibilitam a transmisséo da doenca. (4)

A extensiva utilizacdo de farmacos da medicina humana para tratar a leishmaniose

canina pode ser um fator a considerar na emergéncia de parasitas resistentes. (4)

Em relacdo a Portugal, os focos endémicos correspondem a Regido Metropolitana de
Lisboa, peninsula de Setubal, regido do Alto-Douro e Algarve. Verifica-se sobretudo a estados
de imunossupressao, nomeadamente infecdo pelo VIH, e em criangas. As formas clinicas mais
comuns sdo a cutanea e principalmente a visceral. (7,8,9) As prevaléncias da Leishmaniose
canina e Leishmaniose felina, embora esta menos significativa, tém um papel importante na

perpetuacdo da endemia da Leishmaniose humana. (7,8,4)

1.6. Importéncia dos produtos naturais enquanto alternativas terapéuticas

A terapéutica farmacoldgica atual da Leishmaniose estd associada a significativa
toxicidade, eficacia variavel, custos elevados e a emergéncia de resisténcia por parte dos
parasitas. (10) A procura por alternativas menos toxicas e de facil acesso a populagdes

economicamente desfavorecidas, que sdo de um modo geral mais afetadas pela doenga, é
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impreterivel. E neste contexto que surge a importancia de realizar estudos que avaliem o
potencial dos produtos naturais enquanto possiveis fontes de substancias com atividade
bioldgica. (11)

Esta monografia incidiu nas formas clinicas da Leishmaniose, do arsenal terapéutico
atual e as suas limitagdes e na analise de produtos naturais de origem vegetal e do seu potencial
reportado em estudos cientificos publicados, que podem representar alternativas terapéuticas
para a Leishmaniose.
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2. Objetivo

O objetivo da presente monografia consiste em proceder a uma revisdo bibliogréfica que
incida maioritariamente em contribuicGes recentes de artigos cientificos sobre produtos
naturais, essencialmente de origem vegetal, que possuem atividade leishmanicida,
possibilitando assim mostrar o potencial que estes apresentam para o desenvolvimento de novos

farmacos no tratamento da leishmaniose.
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3. Materiais e métodos

A presente monografia foi redigida com base na revisdo de artigos cientificos
encontrados nas plataformas Pubmed, Google Scholar, PLOS Neglected Tropical Diseases e na
consulta das paginas eletronicas oficiais da OMS, do CDC e da Acta Médica Portuguesa. Na
pesquisa foram utilizados descritores como leishmaniose, Leishmania, produtos naturais,
plantas medicinais, atividade leishmanicida, potencial leishmanicida e anti-Leishmania e 0s
seus correspondentes em inglés. Foram incluidos no estudo os artigos que apresentavam
informacao pertinente acerca da utilizacdo de plantas medicinais com agédo leishmanicida.

Excluiram-se o0s artigos que nao eram relativos a doenga na espécie humana.
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4. Formas clinicas

A expressdo clinica da Leishmaniose depende da espécie do protozoério, da localizagédo
deste ao nivel da pele ou em érgdos profundos e ainda do historial clinico do hospedeiro.
Considerando as manifestacfes clinicas, pode ser classificada como visceral, cutdnea ou

mucocutanea. (5,12)

4.1 Leishmaniose Cutanea

A Leishmaniose cutdnea apresenta como subtipos Leishmaniose cuténea localizada,
Leishmaniose cutanea disseminada, Leishmaniose cuténea difusa e Leishmaniose cutanea

recidiva, sendo os trés ultimos raros. (3,13)

Pode ser originada por diversas espécies de Leishmania, com diferentes manifestacdes
clinicas, que podem variar desde uma Unica lesdo na pele, que pode ter resolucdo esponténea,
até numerosas lesdes com ou sem ulceracdo, que podem ocorrer apenas ao nivel da pele ou

verificar-se também envolvimento da mucosa, com tratamento dificil. (5)

4.1.1 Leishmaniose Cutanea Localizada

A Leishmaniose cutanea localizada é a apresentagdo mais comum, cujos agentes causais
incluem L. braziliensis, L. amazonensis, L. mexicana, L. panamensi e L. major. Caracteriza-se
por papula no local da picada, semanas ou meses depois da exposicdo, evoluindo para nédulo
e ocorrendo posteriormente ulceracdo lenta. A presenca de varias lesdes comummente indicam
picadas distintas, apesar de ser possivel suceder devido a disseminacdo linfatica. Geralmente as
lesbes sdo indolores, no entanto, se houver infecdo bacteriana presente pode haver dor. A
existéncia de prurido pode ocorrer, apesar de ndo ser frequente. Ndo é potencialmente fatal e
tem resolucdo espontanea, que pode demorar meses ou mesmo anos, sendo que origina
tipicamente cicatriz atréfica permanente, com consequente estigma social e internalizado.
(3,13-15)
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4.1.2 Leishmaniose Cutanea Disseminada

A Leishmaniose cutanea disseminada é caracterizada pela presenca de dez ou mais

lesBes que se observam em duas ou mais areas do corpo, sendo comum afetar a mucosa. (13)

4.1.3 Leishmaniose Cutanea Difusa

A Leishmaniose cuténea difusa tem como agentes etioldégicos L. aethiopica, L.
mexicana e L. amazonensis. Nesta forma clinica observa-se lesdo inicial ndo ulcerativa,
constatando-se varias papulas e nédulos extensamente disseminados na pele, podendo afetar
também as membranas mucosas, apesar de menos comum. Verifica-se uma significativa
infiltragdo de parasitas na derme e auséncia de resposta imunologica celular. N&o tem cura

espontanea e o tratamento é extremamente dificil. (13,15)

4.1.4 Leishmaniose Cutanea Recidiva

A Leishmaniose recidiva surge apos recaida de Leishmaniose cutanea ou reabertura da
cicatriz onde se localizava a lesdo. Caracteriza-se pelo aparecimento de novas lesGes
significativamente infiltradas com linfocitos ao redor da antiga cicatriz, que podem

gradualmente disseminar-se. (13,15)

4.2 Leishmaniose Mucocutanea

A Leishmaniose mucocutanea tem como agentes causais L. panamensis, L. guyanensis.e
predominantemente L. brazilensis. Aproximadamente 90% dos individuos apresentam cicatriz
cutanea sugestiva de historia prévia de Leishmaniose cutanea, que pode ter acontecido varios
anos antes. E caracterizada por lesdes invasivas e destrutivas da mucosa nasofaringea.
Geralmente o inicio das lesdes ocorre ao nivel da mucosa nasal e é comum o individuo
apresentar agravamento de congestdo nasal e epistaxis. Verifica-se a disseminacdo para a
mucosa oral, podendo provocar odinofagia. Também pode atingir a faringe e laringe, podendo
causar perturbagdes na fonacdo. Eventualmente pode suceder destruicdo dos pilares do palato,
amigdalas e uvula. Esta forma clinica é potencialmente mutilante, podendo causar desfiguracéo

permanente, com consequente estigma psicossocial, e com um progndstico muito reservado em
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que pode ocorrer o Obito do individuo, sendo de extrema importancia diagndstico e tratamento
rapidos. (13,15)

4.3 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose visceral, também denominada Kala-azar, tem como agentes causais L.
donovani, a espécie maioritariamente presente na China, costa oriental de Africa, india e
Bangladesh, e L. infantum, a principal espécie no Norte de Africa, América Latina, Médio
Oriente e Sul da Europa, sendo a Unica responsavel por esta forma clinica em Portugal. (9, 12)

E considerada uma infecdo oportunista que surge geralmente em regiées endémicas em
hospedeiros imunossuprimidos, observada principalmente em casos de infecdo VIH. (9) Afeta
o figado, baco e medula 0ssea, e € caracterizada principalmente por esplenomegalia e febre
irregular que persiste. (3,13) E também comum verificar-se perda ponderal, hepatomegalia,
pancitopenia e hipergamaglobulinémia. (13) Apresenta ainda outras manifestacdes clinicas em
que se incluem anemia, palidez, astenia, trombocitopenia, pigmentacdo da pele e
especificamente em criancas constata-se diarreia crénica e atraso no crescimento. (13,15) A
hiperpigmentacdo cutanea, no subcontinente indiano, conduziu a designacdo Kala-azar, que
significa febre negra. A infecdo pode tornar-se sintomatica apenas meses depois da exposicao

ou até mesmo anos quando os individuos se tornam imunocomprometidos. (13)

A Leishmaniose visceral € a forma clinica mais grave e na auséncia de tratamento é
fatal. InfecGes bacterianas secundarias e hemorragia grave despoletada pela trombocitopenia

sdo exemplos de complica¢6es comuns que levam ao 6bito. (13-15)

4.3.1 Leishmaniose Dérmica Pos-kala-azar

A Leishmaniose dérmica pds-kala-azar € uma complicacao tardia que ocorre depois ou
durante o tratamento da leishmaniose visceral em que L. donovani se destaca como agente
etiologico, na maior parte das vezes. Constata-se raramente em individuos infetados com L.
infantum e quando sucede estd de um modo geral associado a estados de imunossupressao.
Afeta pessoas em todas as regiBes endémicas para L. donovani., mas observa-se

predominantemente em Bangladesh e Sudéo. (13,16)
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As manifestacbes clinicas sdo lesdes ao nivel da pele, que podem ser méculas
hipopigmentadas ou eritematosas, papulas, placas ou nddulos, que se verificam acentuadamente
na face, em redor da boca, e no tronco, podendo ocorrer a disseminagédo para todo o corpo. (13)
Nesta forma clinica ha propagacdo e persisténcia dos parasitas na pele, e por isso, individuos
com estas lesBes podem ter um papel relevante enquanto reservatorios da infecdo. (3,13)

4.3.2 Co-infecdo Leishmaniose-VIH

Uma das maiores dificuldades que existe no controlo e na terapéutica da leishmaniose
visceral é a co-infecdo com o VIH. O risco de adquirir leishmaniose visceral nas regibes
endémicas é aproximadamente 100 a 1000 vezes maior na presenca de infecdo VIH. Os
individuos com ambas infe¢Ges apresentam maior probabilidade de desenvolvimento de
leishmaniose visceral com manifestacGes clinicas atipicas, assim como alto risco de
comprometimento de terapéutica e recidiva da doenca parasitaria. Por outro lado, a
leishmaniose visceral favorece a progressao clinica de SIDA, causando um incremento na
mortalidade dos individuos infetados por VIH. (9,13,17)

5. Tratamento

O regime terapéutico depende de fatores inerentes ao hospedeiro e ao parasita,
nomeadamente a espécie. A area geografica também influencia a efetividade da estratégia
terapéutica escolhida. Gravidas, mulheres a amamentar, criancas, idosos e individuos
imunossuprimidos necessitam de uma abordagem terapéutica diferente, com ajustes nos
farmacos e dosagens. No caso dos individuos co-infetados com VIH, é necessario tratamento
de maior duracdo, maior dosagem e pode ser instituida profilaxia secundaria. A forma clinica
também é importante aquando selecdo da estratégia terapéutica a utilizar sendo que, de um
modo geral, considera-se que os individuos com Leishmaniose mucocutanea ou Leishmaniose
visceral precisam de tratamento, porém nem todos os doentes com Leishmaniose cutanea

necessitam de ser tratados. (3)

O arsenal terapéutico atual apresenta varias desvantagens, nomeadamente emergente
resisténcia dos parasitas, efeitos secundarios graves e adesdo reduzida ao tratamento motivada
pela extensa duracdo do mesmo e formas de administracdo que ndo séo préticas, originando

falhas no tratamento e reincidéncias. (14)
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Ainda ndo existe uma vacina comercializada e a terapéutica farmacoldgica assenta
principalmente na utilizagdo dos seguintes farmacos: derivados antimoniais pentavalentes,
anfotericina B e a sua formulagdo lipossomal, pentamidina, miltefosina e paromomicina. (18-
20)

5.1 Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina e estiblogluconato de sédio, tém
sido utilizados amplamente durante varias décadas no tratamento sistémico de todas as formas
clinicas de Leishmaniose por via IV ou IM. A sua utilizacdo também tem sido importante em

regimes de tratamento local através de injecdo intralesional na Leishmaniose cutanea. (13,15)

Dependendo do sistema imunitario do individuo e da sensibilidade da espécie do parasita,
a taxa de cura pode ser cerca de 80%-100%, porém pode ser afetada por falhas na terapéutica.
(21) A administragdo parental associada a uma longa duragéo de tratamento pode conduzir a
uma fraca adesdo terapéutica, que consequentemente pode levar ao aumento da resisténcia dos
parasitas, cuja emergéncia tem sido reportada em varias regides geograficas endémicas, sendo
que no subcontinente indiano estes farmacos ja ndo sdo utilizados na terapéutica de

Leishmaniose, devido a sua ineficacia nesta localizag&o. (5,9,20)

Estes medicamentos podem causar pancreatite aguda, nefrotoxicidade, hepatoxicidade e
cardiotoxicidade, podendo induzir arritmias. (11) Outros efeitos secundarios descritos incluem

dor no local de administracdo, nauseas, vomitos, dor abdominal, mialgia e artralgia. (15)

5.2 Anfotericina B

A anfotericina B é um antibidtico utilizado como antifingico com atividade
leishmanicida que tem uma taxa de cura de aproximadamente 97% na Leishmaniose,
administrado por via IV. (20,21) Apresenta boa resposta em doentes imunodeprimidos, porém
a ocorréncia de recaidas nesta populacéo é elevada. Este farmaco é efetivo inclusive nas formas

resistentes a antimoniais pentavalentes. (15)

Uma das suas desvantagens € a reduzida biodisponibilidade oral, ndo sendo por isso
administrada oralmente. (21) Os efeitos secundarios incluem arrepios, hipertensdo, hipotenséo,

febre e pode provocar nefrotoxicidade. (5, 20, 21) A formulagéo lipossomal da anfotericina B,
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Ambisome, permitiu diminuir a toxicidade e os efeitos adversos do farmaco e manter elevada
eficacia no tratamento de todas as formas de infecdo por Leishmania. (20, 21) No entanto, 0
alto custo é um fator limitante da sua utilizacdo nos paises em desenvolvimento, onde existe
maior necessidade deste medicamento nos regimes terapéuticos, ndo s por nestes paises se
verificar a localizacdo da maioria das areas endémicas, mas também devido ao aumento da

resisténcia dos parasitas aos antimoniais pentavalentes. (5, 21)

Comparativamente com 0s antimoniais pentavalentes, a utilizagcdo de anfotericina B
lipossdomica possibilita abordagens terapéuticas com eficacia mais elevada e menor duracéo,
menos dias de internamento hospitalar e reducdo dos efeitos adversos, nomeadamente da
nefrotoxicidade. Contudo, devido aos seus custos, a anfotericina B lipossémica é considerada
na terapéutica de Leishmaniose visceral como terapéutica de elei¢cdo nos paises desenvolvidos

que podem suportar 0s custos que acarreta. (9)

5.3 Miltefosina

A miltefosina, farmaco originalmente desenvolvido enquanto antineoplasico, é
atualmente utilizado em alguns regimes terapéuticos de Leishmaniose visceral, Leishmaniose
dérmica pos-kala-azar, Leishmaniose mucocutdnea e Leishmaniose cutanea. (11, 13)
Especialmente interessante para o tratamento da Leishmaniose visceral, constatando-se taxas
de cura de cerca de 90%-95% em imunocompetentes. Na co-infecdo com VIH, a sua utilizacao
ainda é reduzida, porém existem casos reportados deste medicamento ter sido a Unica
terapéutica eficaz. Contudo, alguns estudos tém indicado que nem todas as espécies do parasita
sdo igualmente suscetiveis a sua acdo e a existéncia de resisténcia por parte do protozoario. (18,
21) A desvantagem mais importante que acarreta é o seu potencial teratogénico, que limita a
sua utilizacdo. (9, 18, 21) A sua utilizacdo esta associada a reacdes adversas gastrointestinais
nomeadamente ndusea, dor abdominal e diarreia. (21) Apresenta como principais vantagens a

administracao por via oral e um custo mais acessivel do que a anfotericina B lipossémica. (9)

5.4 Paromomicina

A paromomicina é um antibiético aminoglicosideo que pode ser incluido na estratégia
terapéutica de individuos com Leishmaniose visceral, Leishmaniose cutanea e Leishmaniose
dérmica pos-Kala-azar. (13, 21) A sua utilizagdo tem como vantagem permitir simultaneamente

o0 tratamento de coinfec¢des bacterianas. Pode originar nefrotoxicidade e ototoxicidade. (11)
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Apresenta também como desvantagens méa absorc¢ao e requerer administracao por via IM. (20)
No entanto, foram desenvolvidas formulagBes tdpicas, para terapéutica da Leishmaniose
cuténea, cuja eficcia demonstrou ser varidvel consoante a espécie do parasita presente. (11)

5.5 Pentamidina

A pentamidina € um farmaco que pode ser utilizado em alguns regimes terapéuticos
sistémicos para casos de Leishmaniose mucocuténea, Leishmaniose cutanea e Leishmaniose
visceral, com uma eficacia que apresenta valores entre 70%-100%. (13, 21) No entanto, acarreta
elevada toxicidade gastro-intestinal e cardiaca, o que limita o seu uso na abordagem terapéutica.
(21) E administrada por via IM profunda ou via 1V e os efeitos secundarios incluem dor e
abcesso no local de administracdo, hipotenséo, hipoglicemia, hiperglicemia, sincope, nauseas e

vomitos. Foram reportados casos de desenvolvimento de Diabetes Mellitus. (11,21)

5.6 Outras abordagens terapéuticas

Determinados casos de Leishmaniose cutanea podem ser considerados para regimes
terapéuticos locais, nomeadamente termoterapia, crioterapia com nitrogenio liquido,
formulacgdes topicas de paromomicina e administracdo de injecéo intralesional de estibuclonato
de sodio. (3)

A combinacdo de crioterapia e antimoniais pentavalentes apresenta taxas de curas

superiores comparativamente a qualquer um destes dois tratamentos isoladamente. (13)

A utilizacdo de antifungicos, tais como itraconazol e cetoconazol, combinado ou nao
com crioterapia, também é uma possivel abordagem terapéutica, tendo-se verificado boa

resposta em casos cujo agente etiolégico € L. mexicana. (15)

A estratégia de termoterapia enquanto tratamento baseia-se na sensibilidade ao calor dos
amastigotas, tendo ja sido reportadas taxas de cura elevadas em infe¢6es causadas por L. tropica

e L. major. Porém, ndo se tem verificado replicacdo dos resultados de forma consistente. (13)
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6. Produtos naturais de origem vegetal com potencial
leishmanicida

Diversos compostos de origem natural com potencial leishmanicida sdo reportados em
multiplos estudos, incluindo quinolonas, alcaloides, iridoides, terpenoides, compostos fendlicos
e outros metabolitos. (22) Varios extratos de plantas com atividade leishmanicida também tém
sido estudados, podendo a utilizagcdo destes ter como vantagens a presenca de diferentes
substancias que juntas ultrapassam a atividade do composto ativo isolado, verificando-se um

efeito sinérgico. (11)

Foram selecionados alguns produtos naturais de origem vegetal com potencial

terapéutico interessante, que sdo de seguida apresentados.

6.1. Aloe barbendol e extrato de Aloe vera

A espécie Aloe vera é uma das varias espécies do género Aloe, pertencente a familia
Liliaceae. E possivel encontrar o género Aloe na maioria das regies geograficas. Aloe vera é
uma planta medicinal versatil que possui varias propriedades de interesse terapéutico,
nomeadamente antimicrobiana, anticancerigena, antioxidante, hipolipidémica e hipoglicémica,
que advém, maioritariamente, do gel que se encontra no interior das folhas e de um amplo

espetro de substancias com atividade biologica. (23)

Tariq et al. (2019) efetuaram um estudo em que determinaram a atividade leishmanicida
in vitro de diferentes fracdes da folha de Aloe vera em relacdo a uma estirpe de L. tropica.
Verificou-se potencial leishmanicida em quatro fracGes em que se incluiam uma cromona, um
derivado de antraquinona, uma antrona e o acido cinamico, destacando-se especialmente a
fracdo correspondente ao composto Aloe barbendol, uma antrona, que causou 95% de
mortalidade dos parasitas. Esta fracdo foi também a que apresentou menor valor de DLso de
0,5305 ug/mL. (23)

Dutta et al. (2008) realizaram um estudo em que identificaram no exsudado das folhas
de Aloe vera, cianidinas, proantocianidinas, triterpenos, alcaloides, saponinas e taninos. Sabe-
se que as saponinas sdo toxicas para 0s monocitos e nesse contexto decidiram fazer o estudo da

toxicidade do exsudado da folha de Aloe vera, em que verificaram que ap6s um més de
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administracdo oral do mesmo, numa dose maxima até 250 mg/kg, ndo houveram alteracdes ao

nivel do figado ou rins dos camundongos albinos em compara¢do com os nao infetados. (24)

Estudaram também, em relacdo a quatro estirpes de L. donovani, a atividade
leishmanicida do extrato das folhas de Aloe vera que demonstrou ser ativo contra amastigotas
(Clso de 3,1-11,4 ug/mL), causando a morte destas formas intracelulares ao promover a
producdo de Oxido nitrico nos macrofagos infetados. Constatou-se ainda que tanto a
administracdo oral como a subcutanea foram eficazes, destacando-se a dose de 15 mg/kg
durante 5 dias em camundongos albinos, que diminuiu 0 nimero de parasitas em 94,8% no

figado, 95% no baco e 86,8% na medula 6ssea. (24)

6.2. Epigalocatequina-3-galato (Camellia sinensis)

Camellia sinensis, vulgarmente conhecida por planta do cha, é uma arvore de pequeno
porte, da familia Theaceae, com origem na Asia. As suas folhas podem ser estabilizadas apds
recolha, dando origem a denominacao de cha verde, ou podem sofrer fermentacao e dependendo
das condicOes deste processo, institui-se a designacao de cha branco, oolong ou cha preto. As
folhas do cha verde apresentam varias propriedades de interesse terapéutico, sendo a maioria
destas associada a presenca de catequinas, que pertencem aos flavonoides. Ha uma que se
destaca em especial, por ser a mais abundante e devido a sua atividade biologica, a
epigalocatequina-3-galato (EGCG). O interesse terapéutico reside ndo so nas propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e anticancerigenas e na atividade hipolipidémica, mas também nos
efeitos antimicrobianos, que foram reportados até a data em relacéo a varias bactérias, certos

fungos, alguns virus e também protozoérios. (25-27)

Inacio JD et al. (2019) demonstraram a atividade leishmanicida de EGCG, in vitro e in
vivo, em relacdo a L. infantum. O valor obtido de CEsp de 2,6 uM indicou uma boa atividade
deste composto contra amastigotas atingindo 97,7% de inibigdo na dose mais elevada (48 pM),
com CCsode 436,3 uM e um SI de 167,8, 0 que demonstra auséncia de toxicidade. O composto
apresentou menor CEsg e maior S1 do que a miltefosina, e portanto, uma atividade leishmanicida
maior do que o farmaco. In vivo, efetuaram a administracdo oral de EGCG em camundongos,
com doses de 12,5 mg/kg/dia, 25 mg/kg/dia e 50 mg/kg/dia, tendo-se verificado que quanto
maior a dose, maior a supressao parasitaria ao nivel do figado. Obtiveram-se os valores de DEso
de 12,4 mg/kg/dia e DE9O de 21,5 mg/kg/dia. (28)
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Num outro estudo de Inacio JD et al. (2012), no ambito de determinarem o mecanismo
de acdo de EGCG, verificaram que este composto promoveu o colapso da mitocondria dos
promastigotas de L. amazonensis. (29)

6.3 Curcumina (Curcuma longa)

Curcuma longa é uma espécie da familia Zingiberaceae, de origem asiética, cujo rizoma
possui um componente ativo designado curcumina, um composto fendlico. A curcumina
apresenta varios efeitos de interesse terapéutico, nomeadamente antioxidante, anti-inflamatério,

anticarcinogenico, antimicrobiano e antiprotozoério. (30,31)

Adgeele et al. (2019) realizaram um estudo in vitro com promastigotas de uma estirpe de
L. major de modo a averiguar se a curcumina apresentava atividade leishmanicida. A
observacdo dos resultados obtidos com a utilizacdo de corante de Giemsa, azul de tripano e
teste MTT, ao longo das horas, permitiu constatar que com 0 aumento da concentracdo de
curcumina, aumentaram as alteracdes da morfologia do flagelo e da degradagédo do formato da
célula, tendo-se verificado um efeito dose-tempo dependente. Demonstrou-se que a curcumina

inibiu o desenvolvimento e causou a morte dos promastigotas. (31)

Brajendra et al. (2017) desenvolveram uma formulacdo oral de nanoparticulas com
curcumina e averiguaram in vitro e in vivo a atividade leishmanicida da administracdo desta
formulacdo e de uma formulacdo oral de nanoparticulas com curcumina e com miltefosina.
Ambas exibiram um efeito leishmanicida significativo, sem toxicidade renal ou hepatica
associada. No entanto, verificou-se que a formulacdo que combinou a curcumina com
miltefosina apresentou efeito sinérgico in vitro, tanto ao nivel dos amastigotas como dos
promastigotas. In vivo, esta formulacdo com a curcumina e miltefosina, para além de um
aumento no efeito leishmanicida, também promoveu a proliferacdo de linfécitos e o incremento

da atividade fagocitaria. (32)

Momin et al. (2019) criaram um sistema de distribuicdo de curcumina auto-
emulsionante, que denominaram de cu-SEDDS, de modo a ultrapassar a baixa solubilidade em
agua, dificil dissolucdo e reduzida biodisponibilidade da curcumina. Testaram a atividade
leishmanicida desta formulacdo em relacdo a L. tropica, tendo-se obtido Clso de 0,19-0,37
ug/mL contra amastigotas e Clso de 0,19-0,36 pg/mL contra promastigotas. Os resultados da
curcumina sem a formulagao referida foram 24,60 pg/mL contra amastigotas e 22,50 pg/mL

contra promastigotas. Averiguaram também a concentracdo minima inibitdria desta formulagéo
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contra vérias bactérias que apresentou valores que variaram entre 48-62 ug/mL, 0 que
demonstrou o potencial da sua administracdo topica na Leishmaniose cuténea, ndo sé pela sua
atividade leishmanicida, mas também pelo seu efeito antibateriano, Gtil no tratamento de
infecOes secundarias baterianas. Avaliaram a citotoxicidade em sangue humano, e verificaram
que a formulacdo originou apenas 1-2% de hemolise dos globulos vermelhos. Procederam a
avaliacdo do potencial da formulagéo se espalhar, tendo-se observado a sua disperséo no tecido
danificado, permitindo a curcumina atingir os tecidos e células adjacentes. (33)

6.4 Carifenona A, isouliginosina B e uliginosina B (Hypericum)

As plantas do género Hypericum, que engloba varias espécies, da familia Hypericaceae,
encontram-se disseminadas pela Asia, Europa, Estados Unidos e norte de Africa. Hypericum é
denominado vulgarmente por Hipericdo ou Erva de S&o Jodo, e apresenta varios efeitos de

interesse terapéutico, nomeadamente antifungico, antiviral e antiparasitario. (34,35)

Dagnino et al. (2018) realizaram um estudo em que averiguaram o efeito leishmanicida
de uma benzofenona, carifenona A, e dois acilfloroglucindis, isouliginosina B e uliginosina B,
isolados a partir de espéecies de Hypericum, em relacdo a uma estirpe de L. amazonensis. Os
compostos uliginosina B e carifenona A foram isolados de Hypericum carinatum e o composto
isouliginosina B de Hypericum andinum. Os trés compostos demonstraram ser ativos contra
promastigotas, sendo que a carifenona A apresentou Clso de 10,5 uM, a uliginosina B Clso de
11,3 uM e a isouliginosina B Clsode 17,5 pM. (35)

Em relacdo a formas amastigotas, também se verificou que os trés compostos séo ativos,
sendo que apresentaram as seguintes % de mortalidade de amastigotas: 46% no caso da
carifenona A com concentragdo de 20 pM; 100% no caso da uliginosina B com concentragdo
>10 uM; 100% no caso de isouliginosina com concentragdo > 5 uM. Constataram também que
a associagdo de carifenona A com uliginosina B com concentragdo de 5 uM originou 72% de
mortalidade dos amastigotas, e as combinacGes entre carifenona A e isouliginosina B e
isouliginisonia B com uliginosina B provocaram 100% de mortalidade de amastigotas, ambas
com concentra¢do de 5 uM. Estes resultados demonstraram que as associagdes dos compostos

exibiam maior potencial leishmanicida do que individualmente. (35)

Observaram ainda que os trés compostos induziram alteracfes ao nivel da membrana,
do flagelo e da forma dos promastigotas. Promoveram também a hiperpolarizagdo mitocondrial

dos promastigotas. (35)
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Verificaram também que os trés compostos exibem baixa citotoxicidade, tento testado
a hemolise, que foi reduzida, e elevada seletividade em relacdo aos parasitas, com resultados
de Sl da carifenona A de 15,2, uliginosina B de 20,8 e isouliginosina B de 10,5. (35)

6.5 Flavopereirina (Geissospermum vellosii)

Geissospermum vellosii € uma arvore da familia Apocynaceae que tem origem no Brasil,
com predominéncia ao nivel da Amazdnia. Esta arvore produz latex e os seus extratos tém
alguns efeitos terapéuticos, nomeadamente antimalarico, antimicrobiano, antinociceptivo,
anticolinesterase, anticancerigeno e hipotensivo. O seu potencial terapéutico resulta da presenca
de um alcaloide denominado por flavopereirina. (36)

Da Silva et al. (2019) procederam a avaliacdo in vitro da acdo da flavopereirina em
promastigotas de L. amazonensis, tendo obtido como resultados de Cls00,23 g/mL as 24h, 2,34
g/mL as 48h e 0,15 g/mL as 72h. Estes valores demonstram que a flavopereirina ¢ ativa contra
promastigotas. Comparando com os resultados da anfotericina B, Clso 0,42 g/mL as 24h, 1,79
g/mL as 48h e 0,35 g/mL as 72h, observa-se que o Clsoda flavopereirina as 24h € menor do que
o0 da anfotericina B. Nao foi so neste parametro que a flavopereirina obteve melhores resultados
que o controlo positivo, no SI também, tendo-se constatado Sl de 976,2 as 24h, 228,2 as 48h e
4993,2 as 72h enquanto que a anfotericina B apresentou Sl de 655,5 as 24h, 326,6 as 48h e
1811,7 as 72h. Verifica-se entdo que este alcaloide é mais seletivo do que a anfotericina B, as
24h e as 72h. Para além da reduzida toxicidade que demonstrou, flavopereirina também
apresentou propriedades favoraveis em relacéo a biodisponibilidade, sem nenhuma violagédo da

regra dos cinco de Lipinski, tendo sido efetuados estudos in silico. (37)

Na analise do docking molecular, constatou-se que a flavopereirina interagiu com o
residuo Tyr-499. Este residuo efetua o reconhecimento dos substratos da oligopeptidase B, uma
proteina citosolica pertencente a familia de serino-proteases, com extrema importancia para a
sobrevivéncia dos parasitas, uma vez que estdo envolvidas em varios processos fisioldgicos,
nomeadamente na assimilacdo de aminoacidos, com resultante producdo de proteinas, e na
degradacdo do tecido conjuntivo do hospedeiro, favorecendo assim a invasdo e propagacéo do
protozoario. A interacao que se verificou ao nivel do docking molecular demonstra um possivel

mecanismo de inibi¢do, que pode impedir os substratos de atingirem o sitio catalitico. (37,38)
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6.6 Guaiol e 6leo essencial de Aloysia gratissima

Aloysia gratissima, vulgarmente designada por lavanda do Brasil, pertence a familia
Verbenaceae, sendo possivel encontra-la no Norte e Sul da América. Apresenta atividade
microbicida contra alguns virus, leveduras e bactérias. No Oleo essencial desta planta o
sesquiterpeno maioritario € um composto denominado guaiol, um &lcool que apresenta efeitos
anticancerigenos e antibacterianos. Os dleos essenciais sdo misturas naturais e complexas de
substancias adquiridas através de distintas partes das plantas e usualmente a sua constituicdo

consiste em sesquiterpenos e monoterpenos. (39,40)

Garcia et al. (2018) realizaram um estudo em que averiguaram a atividade leishmanicida
do 6leo essencial de Aloysia gratissima e de guaiol, em relagdo a L. amazonensis. O 6leo
essencial demonstrou ser ativo contra promastigotas, com um Clsg de 25 pg/mL e altamente
ativo contra amastigotas com um Clsg de 0,16 pg/mL. O guaiol apresentou um Clso de 0,01
ug/mL relativamente a amastigotas, revelando-se altamente ativo contra estas formas
intracelulares. Os resultados indicam que os efeitos do 0leo essencial se devem ao guaiol fazer
parte da sua composi¢cdo, embora a acdo de outros sesquiterpenos ndo possa ser totalmente
excluida. (40)

Verificaram que o 6leo essencial ndo provocou modificagdes na producdo de oOxido
nitrico nos macréfagos, porém observaram alteracdes ao nivel da matriz mitocondrial, da
membrana plasmatica e do cinetoplasto provocadas pelo 6leo essencial e pelo guaiol, o que

sugere que ambos atuam diretamente nos protozoarios. (40)

Quanto a toxicidade, tanto o 6leo essencial como o guaiol demonstraram ser seguros
para macrofagos até 100 ug/mL, ndo afetando a viabilidade destas células. Constataram ainda,
posteriormente ao tratamento com o 6leo essencial, um incremento de aproximadamente 50%

da capacidade fagocitaria dos macrofagos. (40)

6.7 Fisalinas e extrato de Physalis angulata

Physalis angulata € uma planta da familia Solanaceae difundida em varios paises
localizados em areas tropicais e subtropicais, amplamente utilizada empiricamente para fins
terapéuticos, nomeadamente para tratar dermatite, asma, hepatite e como agente anti-
inflamatorio. Possui na sua constitui¢do flavonoides, glucocorticoides, vitanolidos e fisalinas.

As fisalinas sdo secoesteroides com atividade antiprotozoaria reportada em relacdo a
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Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas, e a Plasmodium sp, agente causal
da Malaria. (41, 42)

Da Silva et al. (2015) procederam a anélise in vitro do efeito leishmanicida de um extrato
aquoso das raizes de Physalis angulata, em relacdo a L. amazonensis, e determinaram a
presenca de fisalinas A, B, D, E, F, G e H. Os resultados obtidos foram 1Cso de 43,4 pg/mL para
amastigotas e 39,5 pg/mL para promastigotas, sendo o extrato ativo contra ambas as formas do
parasita. Verificaram que a inibicdo do desenvolvimento dos promastigotas estava associada a
varias modificacdes ao nivel da morfologia, nomeadamente duplicacdo do flagelo e forma
redonda da célula. N&o se constataram efeitos citotoxicos na cultura de células utilizada. (41)

Guimardes et al. (2009) avaliaram a atividade leishmanicida da fisalinas B, D e F in
vitro em relagdo a amastigotas da L. major e L. amazonensis e da fisalina F in vivo com
camundongos infetados com L. amazonensis. No estudo in vitro, a fisalina D ndo apresentou
atividade leishmanicida, mas as fisalinas B e F demonstraram ser ativas contra as amastigotas,
com valores de 1Cso de 0,21 mM e 0,18 mM, respetivamente, ndo se verificando toxicidade ao
nivel dos macrofagos. No estudo in vivo, efetuaram a administracédo topica da fisalina F, que
demonstrou diminuir significativamente o tamanho da leséo, assim como o himero de parasitas.
(42)

As fisalinas para além do efeito leishmanicida demonstrado tém propriedades anti-
inflamatdrias, o que constitui uma vantagem importante na sua potencial utilizacdo no

tratamento das lesdes da Leishmaniose cutanea. (42)
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Conclusoes

A Leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada, no entanto, deve ser uma
preocupacdo mundial, uma vez que a disseminacgdo para outras regies geogréaficas onde ainda
ndo é endémica é possivel, sendo as alteragcdes climaticas associadas ao aquecimento global um

dos fatores que pode predispor para que tal ocorra.

Até a data, ndo existe uma vacina comercializada para a Leishmaniose humana e o
arsenal terapéutico disponivel apresenta vérias limitacdes, sendo as mais importantes a
emergéncia de resisténcia dos parasitas, 0s efeitos secundarios graves reportados, a extensa
duracdo do tratamento, os elevados custos e as vias de administracdo que ndo sdo praticas,
podendo condicionar a adeséo terapéutica e, consequentemente, comprometer a eficacia, e

originar recidivas.

A anélise de varios artigos cientificos que incidiram sobre produtos naturais de origem
vegetal com atividade leishmanicida permitiu compreender o potencial terapéutico que estes
apresentam e possibilitou a selecdo de alguns com resultados particularmente interessantes que
podem representar uma oportunidade para o desenvolvimento de alternativas a terapéutica

convencional.

Aquando a analise dos estudos foi possivel identificar que muitos dos estudos séo in
vitro, sendo crucial a realizacdo de estudos in vivo e que varios estudos ndo identificam os
mecanismos de acdo dos compostos. Estas lacunas devem ser colmatadas num futuro breve
para que a estratégia de procura de compostos leishmanicidas em espécies vegetais seja viavel.

E urgente o desenvolvimento de alternativas terapéuticas, sendo importante néo
negligenciar a vasta informacao que ja existe acerca de varios produtos naturais identificados
com efeito leishmanicida e que os estudos dos que apresentam maior potencial terapéutico
tenham prosseguimento, de modo a que se possa proceder futuramente ao desenvolvimento de

medicamentos seguros e eficazes, que ultrapassem as limitacdes do atual arsenal terapéutico.
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