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RESUMO 
 

 

DIAS, C.N.S. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DE 

PRODUTOS NATURAIS ISOLADOS DE Phyllanthus acuminatus E DE Hyptis 

macrostachys- Dissertação, 113p. Programa de Pós-Graduação em Produtos Naturais e 

Sintéticos Bioativos. Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Paraíba, 

João Pessoa – PB, 2014. 

 

As leishmanioses são um complexo de doenças parasitárias inseridas no grupo de 

doenças tropicais negligenciadas. Os principais medicamentos utilizados na terapêutica 

das leishmanioses são antimoniais pentavalentes e anfotericina B. Contudo, esses 

medicamentos estão associados a sérios efeitos colaterais. Portanto, é necessária a busca 

de novas drogas leishmanicidas. Nesse contexto, os produtos naturais são uma fonte de 

novas moléculas ativas. Neste trabalho, investigou-se a atividade antileishmania do 

extrato etanólico de Phyllanthus acuminatus e Justicidina B, lignana obtida dessa 

planta, bem como o extrato etanólico, a fase diclorometano e o Hiptenolideo, obtidos de 

Hyptis macrostachys em modelos experimentais in vitro. Todas as amostras avaliadas 

apresentaram atividade antileishmania, demonstrada inicialmente pela inibição de 

crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis em fase logarítmica de 

crescimento. A concentração que inibe 50% do crescimento (CI50) para as substâncias 

avaliadas foi de 35,58μg/mL para o extrato etanólico de P. acuminatus, 12,51μg/mL 

para Justicidina B; 280,69μg/mL para o extrato etanólico de H. macrostachys, 

55,3μg/mL para fase diclorometano de H. macrostachys e 22,67μg/mL para o 

Hiptenolideo. Essas amostras também foram avaliadas quanto à citotoxicidade em 

macrófagos peritoneais murinos de camundongos suíços, o que resultou na medida da 

concentração citotóxica para 50% dos macrófagos (CC50), que foram de 39,62μg/mL 

para o extrato etanólico de P. acuminatus, 58,56μg/mL para Justicidina B; 121,36μg/mL 

para o extrato etanólico de H. macrostachys, 40,45μg/mL para fase diclorometano de H. 

macrostachys e 61,78μg/mL para o Hiptenolideo. Esses dados de CI50 e CC50 resultaram 

no Índice de Seletividade que foram de 1,11 para o extrato etanólico de P. acuminatus; 

4,68 para Justicidina B; 0,43 para o extrato etanólico de H. macrostachys; 0,73 para fase 

diclorometano de H. macrostachys e 2,72 para o Hiptenolideo. Diante desses resultados, 

foi selecionada a lignana Justicidina B para aprofundar os estudos de atividade 

antileishmania sobre L. amazonensis. Na avaliação do padrão de fragmentação do DNA 

de formas promastigotas de L. amazonensis observou-se que a Justicidina B na maior 

concentração avaliada (4x IC50) foi capaz de induzir a fragmentação do DNA 

semelhante ao observado no controle positivo H2O2 (4mM). Em modelo de infecção de 

macrófagos com L. amazonensis e tratados com a lignana Justicidina B observou-se 

redução tanto da porcentagem de macrófagos infectados quanto do número de 

amastigotas por macrófago infectado, resultando em uma redução no índice de infecção 

quando comparados ao controle, resultando em concentração efetiva para diminuir 50% 

da infecção (EC50) de 9,14 e 3,58 para 24 horas e 72 horas de tratamento. Esse resultado 

foi correlacionado com uma atividade imunomoduladora dessa lignana, associada à 

diminuição nos níveis de interleucina (IL)-10, e a um aumento nos níveis de óxido 

nítrico (NO). Pode-se concluir que a lignana Justicidina B possui significativa atividade 

antipromastigota e antiamastigota e apresenta propriedades imunomodulatórias em 

modelos de infecção in vitro. 

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, Lignana, Justicidina B, antileishmania, 

imunomodulação. 



 
 

ABSTRACT 

 

DIAS, C.N.S. EVALUATION OF THE ANTILEISHMANIAL ACTIVITY OF 

NATURAL PRODUCTS ISOLATED FROM Phyllanthus acuminatus AND Hyptis 

macrostachys. Dissertação, 113p. Programa de Pós-Graduação em Produtos Naturais e 

Sintéticos Bioativos. Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Paraíba, 

João Pessoa – PB, 2014. 

 

Leishmaniasis is a complex of inserted parasitic diseases in the group of neglected 

tropical diseases. The drugs used primarily in the treatment of leishmaniasis are 

pentavalent antimonials and amphotericin B. However, these drugs are associated with 

serious side effects. Therefore, it is necessary to search for new antileishmanial drugs. 

In this context natural products are a source of new active molecules. This study, it was 

investigated the antileishmanial activity of the ethanol extract of Phyllanthus 

acuminatus and Justicidin B, lignan obtained from this plant and the ethanol extract, the 

dichloromethane phase and Hyptenolide obtained from Hyptis macrostachys in vitro 

experimental models. All samples assessed showed antileishmanial activity, initially 

demonstrated by inhibition of growth of L. amazonensis promastigotes in logarithmic 

growth phase. The concentration that inhibits 50% of growth (IC50) for the tested 

substances was 35.58 μg /mL for the ethanolic extract of P. acuminatus, 12.51 μg/mL 

for Justicidin B; 280.69 μg/mL for the ethanol extract of H. macrostachys, 55.3 μg/mL 

for dichloromethane phase of H. macrostachys and 22.67 μg/mL for Hyptenolide. These 

samples were also evaluated for cytotoxicity in murine peritoneal macrophages of swiss 

mice, which resulted in the measurement of the cytotoxic concentration for 50% 

macrophages (CC50), which were 39.62 μg/mL for the ethanolic extract of P. 

acuminatus, 58.56 μg/ml for Justicidin B; 121,36 μg/mL for the ethanol extract of H. 

macrostachys, 40.45 μg/mL for dichloromethane phase of H. macrostachys and 61.78 

μg/ml for Hyptenolide. These data resulted in IC50 and CC50 resulted in a selectivity 

index of 1.11 for the ethanol extract of  P. acuminatus; 4.68 for Justicidin B; 0.43 for 

the ethanol extract of H. macrostachys; 0.73 to dichloromethane phase of H. 

macrostachys and 2.72 to Hyptenolide. Given these results, we selected the lignan 

Justicidina B for further study of antileishmanial activity against L. amazonensis. In the 

evaluation of the DNA fragmentation pattern of L. amazonensis promastigotes, it was 

observed in higher concentration evaluated of Justicidin B (4x IC50) induction of DNA 

fragmentation similar to that observed in the positive control H2O2 (4mM). In infection 

model macrophage with L. amazonensis and treated with lignan Justicidin B showed 

reduction in both the percentage of infected macrophages as the number of amastigotes 

per infected macrophage, resulting in a reduction in the rate of infection compared to 

control, resulting decrease in the effective concentration for 50% of infection (EC50) of 

9.14 and 3.58 for 24 hours and 72 hours after treatment. This result was correlated with 

an immunomodulatory activity of this lignan, associated with decreased levels of 

interleukin (IL) -10, and increased levels of nitric oxide (NO). It can be concluded that 

the lignan Justicidin B has significant activity antipromastigote and antiamastigote and 

presents immunomodulatory properties in models of infection in vitro. 

  

Keywords: Leishmania amazonensis, Lignan, Justicidin B, antileishmania, 

immunomodulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Leishmanioses 

 

As Leishmanioses são um complexo de doenças causadas por protozoários 

parasitos do gênero Leishmania, incluso no grupo de Doenças Tropicais Negligenciadas 

(CONTEH et al., 2010). A leishmaniose é classificada como uma das mais 

negligenciadas das doenças, levando em conta os poucos recursos aplicados em 

diagnóstico, tratamento, controle e sua forte associação com a pobreza (BERN et al., 

2008). Afetam principalmente pessoas em condições sócio-econômicas desfavoráveis e 

está associado à desnutrição, deslocamento populacional, condições precárias de 

habitação e sistema imunológico deficiente. Durante os últimos 10 anos, houve uma 

expansão dessas enfermidades devido a fatores como as mudanças ambientais oriundas 

de desmatamentos, construções de barragens, sistemas de irrigação e urbanização. 

Estima-se que 1,3 milhões de novos casos e cerca de 20.000 a 30.000 mortes ocorrem 

anualmente (WHO, 2013).  

 

A depender da espécie envolvida e o padrão imunológico do paciente, a doença 

causada por espécies do gênero Leishmania pode se manifestar em diferentes formas 

clínicas.  De acordo com a forma clínica apresentada, as leishmanioses podem dividir-se 

em dois tipos principais, a leishmaniose tegumentar (LT), caracterizada por infecção 

confinada na derme, e a leishmaniose visceral (LV), quando a infecção acomete órgãos 

internos do indivíduo. A LT é subdividida em leishmaniose cutânea localizada (LCL), 

leishmaniose cutânea difusa (LCD), leishmaniose mucocutânea (LMC) e leishmaniose 

disseminada (LD) (GOTO; LINDOSO, 2012).  

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a maioria dos casos de 

leishmaniose cutânea são relatados no Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, 

República Islâmica do Irã, Paquistão, Peru, Arábia Saudita e República Árabe da Síria 

(Figura 1A) (WHO, 2014). Já para a leishmaniose visceral estima-se que mais de 90% 

dos casos ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão (Figura 

1B).  O Brasil é o único país incluso no grupo de maioria de casos relatados para os dois 

tipos de formas clínicas. 
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 Figura 1- Mapa de distribuição das leishmanioses no Mundo.  

 
 

 
Fonte: WHO, 2014. (A) Distribuição da leishmaniose tegumentar. A maioria dos casos ocorre no Afeganistão, Argélia, 

Brasil, Colômbia, a República Islâmica do Irã, Paquistão, Peru, Arábia Saudita e República Árabe da Síria. (B) Distribuição 

da leishmaniose visceral.  Mais de 90% dos casos ocorrem no Brasil, Bangladesh, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão.  
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A leishmaniose cutânea localizada é a forma mais prevalente, caracterizada por 

lesões ulcerosas ou nodulares que se desenvolvem perto ou no local da picada do 

mosquito (Figura 2A). Normalmente, a úlcera é indolor, rosada, arredondada, com 

bordas bem delimitadas e elevadas, assim como uma base endurecida. A cura 

espontânea pode ocorrer, deixando uma lisa e fina cicatriz hipopigmentada.  No entanto, 

alguns casos raros podem evoluir para outras formas clínicas mais severas 

(REITHINGE et al., 2007; DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2012; 

MCGWIRE; SATOSKAR, 2013). É mais frequentemente causada por espécies de 

Leishmania major e Leishmania tropica no Velho Mundo e por Leishmania 

braziliensis, Leishmania mexicana, Leishmania guyanensis, Leishmania panamensis e 

Leishmania amazonensis no Novo Mundo (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013).  

 

A leishmaniose cutânea difusa é causada principalmente por L.amazonensis e L. 

mexicana no Novo Mundo e Leishmania aethiopica no Velho Mundo (DAVID; 

CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2012) e é caracterizada por lesões nodulares e não 

ulcerativas carregadas de parasitos que se disseminam a partir do local inicial da 

infecção e podem cobrir o corpo inteiro do paciente (Figura 2B) (AZEREDO- 

COUTINHO et al., 2007; REITHINGE et al., 2007). Ocorre principalmente em 

indivíduos com deficiência em resposta imune mediada por células. As consequências 

dessa infecção são devastadoras para o paciente devido à severidade das lesões, as quais 

não cicatrizam espontaneamente e estão sujeitas a recaída após o tratamento com as 

drogas atualmente disponíveis (DESJEUX, 2004; AZEREDO-COUTINHO et al., 

2007). 

 

A leishmaniose mucocutânea é caracterizada pela presença de lesões crônicas, as 

quais resultam na destruição do tecido do nariz, boca e oro-nasofaringe, podendo 

progredir, causando destruição de pálpebras e levar ao desfiguramento da face. A 

progressão das lesões pode afetar a função respiratória e digestiva (Figura 2C). É 

causada principalmente por Leishmania braziliensis, e esses danos ao paciente são 

observados provavelmente por essa espécie apresentar um tropismo por macrófagos das 

regiões da oro-nasofaringe, onde há produção de um granuloma e consequente 

destruição dessas regiões (AMATO et al., 2007; GUERRA et al., 2011; MCGWIRE; 

SATOSKAR, 2013). Outras espécies como L. panamensis, L. guyanensis e L. 

amazonensis no Novo Mundo e L. major e L. infantum no Velho Mundo também têm 
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sido associadas a essa forma clínica (REITHINGE et al., 2007; GOTO; LINDOSO, 

2012). 

 

A forma clínica disseminada é caracterizada pelo aparecimento de múltiplas 

lesões pleomórficas provenientes de disseminação hematogênica ou linfática, podendo 

ocorrer entre 10 e 300 lesões localizadas em duas ou mais áreas do corpo não 

adjacentes. As lesões são acneiformes, ulceradas e papulares. No Brasil, esse tipo de 

leishmaniose é principalmente causada por L. braziliensis, embora outras espécies não 

possam ser excluídas (GOTO; LINDOSO, 2012).  

 

A leishmaniose visceral também é chamada de calazar (kala-azar = febre negra 

em hindu) devido a uma hiperpigmentação que era descrita em pacientes com LV no 

subcontinente indiano (CHAPPUIS et al., 2007). É considerada uma infecção crônica 

grave e potencialmente fatal para o homem quando não tratada em tempo hábil. Resulta 

da invasão dos parasitos da corrente sanguínea para os fagócitos do sistema 

reticuloendotelial a partir do local inicial da infecção cutânea (Figura 2D). É causada 

por Leishmania donovani (em regiões da Índia, Paquistão, China e África) e Leishmania 

infantum (na região do Mediterrâneo). No Novo Mundo, principalmente no Brasil, a 

leishmaniose visceral é causada por Leishmania chagasi (sinon. L. infantum) 

(CHAPPUIS et al., 2007; MCGWIRE; SATOSKAR, 2013). Os sintomas associados a 

essa forma clínica são: febre ondulante, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia 

e/ou linfadenopatias e anemia (DESJEUX, 2004).  
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Figura 2- Manifestações clínicas das leishmanioses. 

Fonte: CHAPPUIS et al., 2007; BRASIL, 2007 (A) Paciente com leishmaniose cutânea localizada          

(B) Leishmaniose cutânea difusa (C) Leishmaniose mucocutânea (D) Leishmaniose visceral.  
 

 

 

1.2 Caracterização e ciclo de vida de Leishmania sp. 

 

 

Parasitas do gênero Leishmania pertencem ao Filo Protozoa da Ordem 

Kinetoplastida e à família Trypanosomatidae, sendo esse gênero dividido em dois 

subgêneros, Leishmania e Viannia (Figura 3). A divisão original dos dois subgêneros 

foi descrita por Lainson e colaboradores, a qual foi baseada na porção do intestino do 

flebotomíneo que era colonizada pelo parasita (LAINSON; SHAW, 1987) e vem sendo 

confirmada ao longo do tempo por análises filogenéticas (BAIDOURI, 2013). 
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Figura 3- Taxonomia de Leishmania. 

 
Fonte: BRASIL, 2010a. Em destaque a espécie utilizada no presente trabalho.  
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Esses parasitos possuem um ciclo de vida heteroxênico (PEREIRA; BRANDÃO, 

2013) que consiste em duas formas morfológicas ao longo de seu ciclo de vida. A forma 

promastigota, consiste em uma célula flagelada móvel que vive no intestino do inseto 

vetor, já a outra forma, a amastigota, vive no interior de células do sistema imune 

monocítico fagocitário em hospedeiros vertebrados (Figura 4) (BURCHMORE; 

BARRETT, 2001). Promastigotas e amastigotas diferem morfologicamente e 

bioenergeticamente, sendo descritas diferenças como a utilização de ácidos graxos e 

enzimas envolvidas na via glicolítica (COOMBS et al., 1982). Não surpreendentemente, 

a suscetibilidade de amastigotas e promastigotas frente a compostos também é diferente 

(CALLAHAN et al., 1997; SCHMIDT et al., 2012). 

 

 

Figura 4- Fotomicrografia das duas formas morfológicas do gênero Leishmania. 

 

Fonte: Laboratório de Leishmanioses DBM/UFPB. (A) cultura de promastigotas de Leishmania chagasi. 

(B) Fotomicrografia de macrófago infectado com formas amastigotas de Leishmania amazonensis. 

Coloração hematológica panótico rápido. Aumento: 1000x. 

 

 

 

Insetos dípteros da família Psychodidae, subfamília Phlebotominae são vetores 

de várias espécies de Leishmania. Na família Psychodidae foram descritas até o 

momento cerca de 700 espécies. Dessa família destacam-se dois gêneros específicos, o 

gênero Lutzomyia (Figura 5A), no Novo Mundo e o gênero Phlebotomus (Figura 5B) no 

Velho Mundo (KAMHAWI, 2006; BATES, 2007). Os principais reservatórios das 

leishmanioses incluem diversas espécies de vertebrados, como exemplo o cão 

doméstico (Canis familiaris), considerado a principal fonte de infecção na área urbana. 

No ambiente silvestre são tidos como os principais reservatórios as raposas (Dusicyon 

A B 

Foto: Rubens Monte Foto: Cinthia Dias 
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vetulus e Cerdocyon thous) (Figura 5C) e os gambás (Didelphis albiventris) (Figura 5D) 

(BRASIL, 2013). 

 

Figura 5 – Hospedeiro invertebrado e reservatórios silvestres de Leishmania sp. 

 

 

 
Fonte: BRASIL, 2006; BRASIL, 2007. (A) Lutzomyia longipalpis; (B) Phlebotomus papatasi; (C) 

Raposa - Dusicyon vetulus (D); Gambá - Didelphis albiventris. 

 

 

No hospedeiro invertebrado o ciclo de vida do parasito inicia-se quando o 

flebotomíneo alimenta-se de um mamífero infectado e ingere as formas amastigotas 

presentes na circulação sanguínea (BATES; ROGERS, 2004). No intestino do vetor, o 

sangue contendo as formas amastigotas fica envolvido por uma estrutura quitinosa, 

secretada pelo epitélio do intestino, denominada matriz peritrófica (MP), a qual separa 

as formas amastigotas do intestino médio e as tornam relativamente resistentes ao 

ataque de enzimas digestivas (KAMHAWI, 2006). 

A B 

C D 
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Durante o ciclo de vida no vetor (Figura 6), o parasito se diferencia em fases 

distintas de desenvolvimento à medida que migra a partir do intestino posterior. 

Aterações morfológicas e funcionais ocorrem nessas fases assegurando a sobrevivência 

do parasito (KAMHAWI, 2006). Dentro da MP as formas amastigotas dão origem a 

formas promastigotas procíclicas, as quais têm tamanho pequeno e flagelo curto. Essa 

forma é a primeira forma de desenvolvimento do ciclo de vetor. As promastigotas 

procíclicas se desenvolvem em formas nectomonadas, cujas funções principais são o 

escape da MP, o ancoramento em células epiteliais que revestem o intestino médio e a 

migração para a parte anterior do intestino do inseto. As formas nectomonadas dão 

origem às formas leptomonadas. Essas formas se dividem e geram uma intensa infecção 

no intestino anterior do vetor (GOSSAGE et al., 2003; BATES; ROGERS, 2004). 

 

Nos últimos estágios de desenvolvimento encontram-se as formas 

haptomonadas, cuja forma precursora ainda não é bem esclarecida (nectomonadas ou 

leptomonadas), e as formas metacíclicas, originadas das formas leptomonadas. A forma 

metacíclica é característica por apresentar corpo pequeno e flagelo alongado, o que 

favorece sua movimentação. É a forma responsável pela infecção no hospedeiro 

vertebrado. Esse processo de transformação que envolve transformações bioquímicas e 

morfológicas durante a evolução de formas promastigotas avirulentas em promastigotas 

virulentas denomina-se metaciclogênese. O tempo aproximado necessário para que os 

parasitos completem seu desenvolvimento no vetor é de 6-9 dias (GOSSAGE et al., 

2003; KAMHAWI, 2006). 
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Figura 6- Ciclo de vida de Leishmania em um vetor competente. 

 
Fonte: Adaptado de KAMHAWI, 2006.  

 

 

O ciclo de vida infectivo (Figura 7) promovido pelo protozoário do gênero 

Leishmania no hospedeiro vertebrado inicia-se quando o flebótomo infectado alimenta-

se do sangue desse mamífero no momento do repasto sanguíneo. Nesse processo, o 

aparelho bucal do inseto produz um pequeno hematoma de sangue através do qual se 

alimenta e também introduz as formas promastigotas metacíclicas (VANNIER-

SANTOS et al., 2002). A saliva do vetor tem um papel biologicamente ativo na 

infecção, afetando diretamente a hemostasia, respostas inflamatórias e imunológicas do 

hospedeiro (ANDRADE et al., 2007; MOUGNEAU et al., 2011). A transmissão das 

formas promastigotas de Leishmania ocorre por intermédio das fêmeas dos 

flebotomíneos, logo o repasto sanguíneo no hospedeiro favorece o amadurecimento e 

postura dos ovos pelas fêmeas (BATES; ROGERS, 2004). 

 

Em resposta a agressão causada pelo repasto sanguíneo do inseto, as células de 

defesas do hospedeiro montam um mecanismo de defesa que consiste na fagocitose do 

parasita por células fagocíticas do sistema imunológico, principalmente neutrófilos 

polimorfonucleares e macrófagos (SILVEIRA et al., 2009). Tanto neutrófilos como 

macrófagos são capazes de fagocitar as células de Leishmania, mas, apenas o macrófago 

possui as condições necessárias para a sobrevivência do parasita e sua diferenciação. O 

macrófago possui o vacúolo parasitóforo, compartimento intracelular ácido com 

proteases e hidrolases, no qual ocorre a diferenciação da forma promastigota na forma 

amastigota não flagelada e a Leishmania encontra condições favoráveis para sua 
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multiplicação por divisão binária. Após se multiplicarem dentro dos vacúolos 

parasitóforos, as amastigotas provocam a lise da célula hospedeira, assim, as formas 

amastigotas liberadas na corrente sanguínea são fagocitadas por outros macrófagos, 

iniciando uma reação inflamatória no local, fechando assim o ciclo de vida desses 

parasitos no hospedeiro vertebrado (BURCHMORE; BARRETT, 2001). 

 
 

Figura 7 – Ciclo de vida de Leishmania. 

 
Fonte: modificado de SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002.  
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1.3 Resposta imunológica na infecção por Leishmania sp. 

 

A resposta imunológica desempenhada pelo hospedeiro ao entrar em contato 

com o parasito tem um papel fundamental no desenvolvimento ou não da doença 

clínica. Tanto a resposta imune humoral quanto a celular ocorrem durante a infecção por 

Leishmania. A cura da doença está relacionada à resposta imune celular, pois essa 

resposta é capaz de ativar os macrófagos do hospedeiro e eliminar o parasito. Embora as 

infecções por Leishmania induzam uma forte resposta humoral, os anticorpos parecem 

não desempenhar papel na proteção (AWASTHI et al., 2004; TRIPATHI et al., 2007). 

A formação de um ferimento microvascular em decorrência da picada do 

flebotomíneo permite a inoculação de formas promastigotas metacíclicas no hospedeiro 

mamífero, iniciando uma forte resposta inflamatória local (MOGNEAU et al.,  2011). 

Foi demonstrado que formas promastigotas de Leishmania induzem a migração de 

neutrófilos, através da liberação do fator quimiotático de Leishmania (LCF) com 

potente atividade quimiotática para neutrófilos, mas não para outros leucócitos, tais 

como monócitos ou células natural killers (NK) (VAN ZANDBERGEN et al., 2002; 

LASKAY et al., 2003; AWASTHI et al., 2004; RITTER et al., 2009). A migração de 

neutrófilos ocorre poucas horas após a inoculação das formas promastigotas, enquanto 

que um número significativo de macrófagos migra para o local da infecção após 2 a 3 

dias (LASKAY et al., 2003). 

Em modelo de infecção com L. major observou-se que os neutrófilos possuem a 

capacidade de fagocitar esses parasitos. Contudo, dentro dos neutrófilos os parasitos não 

se multiplicam e mantêm-se sob a forma promastigota (LASKAY et al., 2003; RITTER 

et al., 2009). Neutrófilos infectados com Leishmania têm sua apoptose espontânea 

retardada (AGA  et al., 2002) e liberam a quimiocina proteína inflamatória macrofágica-

1β (MIP-1β), que exerce atividade quimiotática para macrófagos (MENTEN et al., 

2002; LASKAY et al., 2003), resultando na migração desses fagócitos para o sítio de 

infecção. Os macrófagos fagocitam os neutrófilos parasitados e neles os parasitos não só 

sobrevivem, mas também se multiplicam, sendo os macrófagos as células hospedeiras 

finais de Leishmania (LASKAY et al., 2003; JOCHIM; TEIXEIRA, 2009).  

 

A infecção em modelo murino por Leishmania major há mais de 20 anos tem 

sido associada com o desenvolvimento de respostas imunes dominadas T-helper 1 (Th1) 
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e T-helper 2 (Th2) (MOUGNEAU et al., 2011). As células T desempenham um papel 

crucial na infecção por Leishmania. Estudos com camundongos isogênicos infectados 

com L. major demonstraram que a resistência e a suscetibilidade à leishmaniose estão 

relacionadas com o tipo de resposta desempenhada pelas células T CD4
+ 

(SACKS; 

ANDERSON, 2004; GUMY et al., 2004; LAOUAR et al., 2005; SILVEIRA et al. 

2009). Camundongos BALB/c infectados com L. major são suscetíveis por 

apresentarem lesões progressivas e alta carga parasitária no local da infecção, com 

desenvolvimento do perfil Th2. Por outro lado, quando utilizados linhagens de 

camundongos do tipo C57BL/6 ou C3H, ocorre cura espontânea, com poucos parasitas 

presentes no local da inoculação e desenvolvimento do perfil Th1(LOCKSLEY et al., 

1987; SCOTT et al., 1988; GUMY et al., 2004). 

 

As células Dendríticas (CD) representam um grupo de fagócitos mononucleares 

provenientes da medula óssea, responsáveis por transportar antígenos de Leishmania do 

local da infecção para o linfonodo mais próximo. Elas processam e apresentam os 

antígenos para as células T CD4
+ 

virgens (Th0), que então se diferenciam nas células 

efetoras T CD4
+
, Th1 ou Th2, associadas aos fenótipos de resistência e susceptibilidade, 

respectivamente (SOONG, 2008; SILVEIRA et al., 2009).  

 

A diferenciação desses linfócitos TCD4
+
 depende principalmente das citocinas 

presentes no início da diferenciação, na qual a presença de interleucina (IL)-12, 

produzida por CD e macrófagos, e de interferon (IFN)-γ, produzidas sobretudo por 

células NK, induzem a diferenciação de um perfil Th1, enquanto que, principalmente 

IL-4, induz diferenciação de linfócitos Th-2 (TRIPATHI et al., 2007; MOUGNEAU et 

al., 2011). Esse tipo de resposta foi polarizado em dois tipos distintos, a resposta Th1, 

envolvida com a resistência à infecção e a resposta Th2, envolvida com a 

suscetibilidade, sendo distinguidas pelo padrão de citocinas que produzem em 

consequência da sua estimulação (GUMY et al.,  2004; LOUAR et al., 2005; 

SILVEIRA et al. 2009). No fenótipo do tipo Th1, as principais citocinas produzidas são 

IL-12, IL-2, fator de necrose tumoral α (TNF-α) e INF-γ, as quais vão promover a 

ativação de macrófagos e, por conseguinte, a eliminação do parasito. No entanto, no 

tipo de resposta Th2, as principais citocinas produzidas são IL-4, IL-6, IL-10, que irão 

inibir a ativação de macrófagos, contribuindo para a sobrevivência do parasito (SACKS; 

NOBEN-TRAUTH, 2002; SILVEIRA et al. 2009). A ativação dos macrófagos é 
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considerada o principal mecanismo de eliminação do parasito. O IFN-γ é responsável 

por aumentar a síntese da enzima sintase óxido nítrico induzida (iNOS) que conduz à 

produção, dependente de L-arginina, de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio 

tóxicos para o parasita (MAÜEL et al, 1991; GUMY et al., 2004). O papel do INF-γ em 

que confere resistência à infecção com L. major foi demonstrado em camundongos 

deficientes em INF-γ ou no receptor de INF-γ que foram incapazes de controlar o 

crescimento do parasito (SWIHART et al., 1995; GUMY et al., 2004).   

 

No fenótipo do tipo Th2, a principal citocina envolvida na sua diferenciação é a 

IL-4, outras citocinas como IL-10, IL-13 e fator transformador do crescimento β (TGF-

β) também estão envolvidas nesse tipo de resposta e irão inibir a ativação de 

macrófagos e contribuir pra sobrevivência do parasito (SILVEIRA et al., 2009). As 

citocinas produzidas durante a resposta Th2 inibem a resposta Th1, como por exemplo, 

o TGFβ suprime a produção de IFN-γ produzido pelas NK, sendo esse necessário para o 

estabelecimento da resposta Th1. Alternativamente, o TGFβ também possui um efeito 

indireto através da inibição da produção de IL-12 por DC’s, o que pode acarretar o 

desligamento da função das células NK (LAOUAR et al., 2005). 

 

Modelos murinos com camundongos isogênicos BALB/c, C57BL/6 e C57BL/10 

e C3H infectados com L.amazonensis têm sido descritos por apresentar suscetibilidade à 

infecção por esse parasito (JONES et al., 2002; CUPOLILO et al., 2003). Enquanto 

camundongos C57BL/10 e C57BL/6 conseguem curar a infecção por L. major, esses 

camundongos não conseguem curar a infecção produzida por L. amazonensis. Nesse 

modelo de infecção ocorre pouca ou nenhuma produção de IFN-γ, bem como de TNF-α, 

que estão associados à resistência à infecção (AFONSO, SCOTT, 1993; MAIOLI et al., 

2004). Por outro lado a infecção por L. amazonensis produziu IL-4 nas primeiras 

semanas de infecção, porém na fase mais tardia da infecção, quando as lesões eram 

evidentes, não foi observado níveis de IL-4. (AFONSO, SCOTT, 1993). Essas lesões se 

desenvolvem mesmo na ausência de IL-4, logo essa suscetibilidade pode não estar 

associada a uma resposta do tipo Th2. Estudos com camundongos “knockout” sugerem 

que a IL-10, mas não IL-4, contribui em parte com a suscetibilidade observada para 

camundongos infectados com L. amazonensis (JI et al., 2003). A expressão da citocina 

IL-10 pode explicar a falta de expressão de IL-12 e consequentemente uma deficiência 

na imunidade protetora mediada por células no hospedeiro (JONES et al., 2002). 
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Adicionalmente foi observado em camundongos selvagens C57BL/6 infectados 

com L. amazonensis um retardo na expressão das citocinas inflamatórias IL-12 e IFN-γ, 

quimiocinas e receptores de quimiocinas. Porém, quando camundongos “knockout” 

para IL-10 foram infectados com L. amazonensis, embora com a permanência das 

lesões, foi detectado um aumento de 3 a 10 vezes nos níveis de IL-12 e INF-γ após 2 a 4 

semanas de infecção quando comparados com camundongos selvagens (JI et al., 2003).   

 

1.4 Tratamento das Leishmanioses 

 

  

 O tratamento das leishmanioses iniciou-se com o uso dos antimoniais trivalentes 

em 1913. Apenas na década de 1940 os derivados pentavalentes foram introduzidos na 

terapêutica das leishmanioses e até hoje são consideradas as drogas de primeira escolha 

no tratamento dessas enfermidades (BRASIL, 2006; TIUMAN et al., 2011). Desde 

então, a terapêutica para as leishmanioses está baseada principalmente no uso de 

antimoniais pentavalentes (Sb
V
), sendo o antimoniato de N-metil glucamina ou 

antimoniato de meglumina (Glucantime ®) e o estibogluconato de sódio ou gluconato 

de antimônio (V) sódico (Pentostan®) as drogas de referência tanto no tratamento da 

LV quanto da LT. Porém, no Brasil, o Pentostan® não é utilizado (RATH et al., 2003; 

BRASIL, 2007). 

 

Para o tratamento das leishmanioses no Brasil o Glucantime® é a droga de 

escolha e sua dose recomendada para LC varia entre 10 e 20 mg/Sb
V
/kg/dia durante 20 

dias; para tratamento das lesões mucosas recomenda-se 20 mg/Sb
V
/Kg/dia durante 30 

dias seguidos (BRASIL, 2007). Para o tratamento da LV recomenda-se o uso de 20 

mg/Sb
V
/Kg/dia com aplicação endovenosa ou intramuscular no período de 20 a 40 dias 

(BRASIL, 2006). 

 

Mesmo após décadas de uso dos antimoniais pentavalentes o mecanismo dos 

antimoniais não é totalmente compreendido. Sabe-se que os Sb(
V
) são pró-drogas que 

são reduzidos para as formas trivalentes Sb(
III

), mais tóxicas, principalmente para a 

formas amastigotas intracelulares. Estudos sugerem que Sb(
V
) atuem em formas 

amastigotas através de perturbação do metabolismo energético devido à inibição da 

glicólise e β-oxidação (BERMAN et al., 1987; CROFT et al., 2006). Mais recentemente 
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tem-se relatado apoptose em formas amastigotas tratadas com formas trivalentes dos 

antimoniais Sb(
III

) envolvendo a fragmentação do DNA e a externalização de 

fosfatidilserina na superfície externa da membrana plasmática (SERENO et al., 2001; 

CROFT et al., 2006). Para ser ativa, a droga deve penetrar na célula hospedeira, cruzar a 

membrana fagolisossomal e atuar contra as formas amastigotas intracelulares 

(OUELLETTE et al., 2004). 

 

Estudos sugerem que a redução do Sb (
V
) em Sb (

III
) ocorre mais provavelmente 

nos macrófagos parasitados do que no interior dos parasitos (ROBERTS; RAINEY, 

1993; SERENO et al., 1998; OUELLETTE et al., 2004). Contudo, o local (amastigota 

ou macrófago) e o mecanismo de redução (enzimático ou não enzimático) dos 

antimoniais pentavalentes ainda permanecem controversos (CROFT et al., 2006). Os 

principais efeitos adversos do Sb(
V
) são decorrentes de sua ação sobre o sistema 

cardiovascular, sendo também descritos outros efeitos, como insuficiência renal, 

icterícia, elevação das enzimas hepáticas, hepatotoxicidade e pancreatite, dentre outras 

complicações (OLIVEIRA et al., 2011).  

 

Não havendo resposta satisfatória ao tratamento das leishmanioses utilizando os 

antimoniais pentavalentes, a Anfotericina B
®

 é utilizada como droga de segunda escolha 

empregada nessa terapêutica (TIUMAN et al., 2011). A Anfotericina B
®
 (AmB) é um 

antibiótico antifúngico poliênico considerada uma droga de referência utilizada no 

tratamento de infecções fúngicas sistêmicas (OULLETE et al., 2004). Seu mecanismo 

de ação envolve a interação com determinados esteróis de membrana plasmática das 

células fúngicas. Uma vez que as membranas de Leishmania contêm ergosterol, a AmB 

age alterando a permeabilidade celular dos parasitos, levando a morte celular. Apresenta 

efeito notável contra células de Leishmania, logo, seu uso foi estendido para 

quimioterapia das leishmanioses como uma segunda linha de tratamento, embora 

apresente também sérios efeitos colaterais. A toxicidade dessa droga provavelmente está 

relacionada com a semelhança entre o ergosterol de membrana da Leishmania e 

colesterol de células de mamíferos, limitando seu uso na prática clínica (OULLETE et 

al., 2004; ORDÓÑEZ-GUTIÉRREZ et al., 2007). Com o intuito de se reduzir a 

toxicidade apresentada pela AmB, novas associações dessa droga à lipossomas reduzem 

significativamente sua toxicidade e efeitos colaterais, porém, o alto custo de sua 
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formulação é um fator limitante para o uso desses medicamentos, especialmente nos 

países em desenvolvimento (OULLETE et al., 2004; CROFT et al., 2006).  

 

A Pentamidina é uma diamina aromática que tem atividade no tratamento da 

leishmaniose visceral (OULLETE et al., 2004). Essa droga entra nas células de 

Leishmania através de um processo mediado por transportadores de diamina de alta 

afinidade e tem como principal alvo a mitocôndria. O mecanismo de ação da 

Pentamidina está relacionado com a sua ligação ao DNA e desintegração do mesmo 

(COELHO et al., 2008). Jean-moreno e colaboradores (2006) demonstraram o seu 

envolvimento com a inibição da topoisomerase I, associada a replicação do DNA 

mitocondrial. Outros estudos demonstraram que em L. mexicana e L. donovani 

suscetíveis à Pentamidina foi observado acúmulo dessa droga na mitocôndria, enquanto 

que em parasitos resistentes à Pentamidina foi observado diminuição da acumulação da 

droga na mitocôndria e restos da droga presentes no citosol (BASSELIN et al., 2002; 

MUKHERJEE et al., 2006). A alta toxicidade dessa droga é um fator limitante para seu 

uso. Alguns efeitos como hipoglicemia, hipotensão, alterações cardiológicas, 

nefrotoxicidade, náuseas, vômitos, dor de cabeça, fadiga e até mesmo morte repentina 

foram descritas (OLIVEIRA et al., 2011). 

 

A Miltefosina, registrada como Impavido
®
, uma hexadecilfosfocolina 

desenvolvida inicialmente como um agente antitumoral, tem sido utilizada no 

tratamento da leishmaniose visceral (OULETTE et al., 2004; PÉREZ-VICTORIA et al., 

2006). Diferentemente dos demais tratamentos, a Miltefosina é oralmente administrada 

(PARIS et al., 2004). O mecanismo de ação da Miltefosina não é precisamente 

conhecido, porém está associada com a biossíntese de fosfolipídios e no metabolismo 

dos alquil-lipídios (LUX et al., 2000). Estudos demonstraram que a Miltefosina poderia 

induzir apoptose em formas promastigotas de L. donovani. Em todas as doses toleradas 

testadas, essa droga produziu excelentes resultados de cura parasitológica contra L. 

donovani (OULETTE et al., 2004; PARIS et  al., 2004). A eficácia da Miltefosina em 

modelo murino contra espécies de L. amazonensis em leishmaniose tegumentar também 

tem sido descrita (GODINHO et al., 2012). Pode ser considerada menos severa do que 

as outras drogas, no entanto, apresenta efeitos colaterais importantes, tais como 

distúrbios gastrointestinais (OULETTE et al., 2004), além de exibir potencial 

teratogenicidade, portanto não deve ser administrada em mulheres grávidas (SUNDAR; 
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OLLIARO, 2007; TIUMAN et al., 2011). Seu uso também tem sido associado ao 

desenvolvimento de resistência que está diretamente relacionada com a diminuição da 

acumulação da droga nas células parasitadas (PÉREZ-VICTORIA et al., 2006). 

Nesse contexto, no qual os tratamentos apresentam uma toxicidade significativa 

e efeitos colaterais importantes, destaca-se a importância na busca de novos fármacos 

para o tratamento das leishmanioses. 

 

1.5 Produtos naturais e substâncias isoladas 

 

A utilização de plantas medicinais como recurso terapêutico é fortemente 

observada na medicina popular. Essa prática tem contribuído significativamente para a 

utilização não só de plantas medicinais, como também de medicamentos fitoterápicos 

(EXTENSIO, 2005). Os produtos naturais constituem uma importante fonte de novas 

moléculas, as quais, quando isoladas, podem ser investigadas quanto a possuírem 

potenciais efeitos terapêuticos. Diversas classes de substâncias isoladas têm sido 

utilizadas como fármacos ativos no tratamento de doenças. Por exemplo, os alcaloides 

da Vinca, Vinblastina e Vincristina, utilizados hoje na quimioterapia do câncer 

(HIMES, et al., 1976; CHAGALUKA et al., 2014). Essas classes de substâncias 

também podem servir de base para derivação de novas drogas, como exemplo tem-se o 

etoposídeo, um medicamento antitumoral, derivado glicosídico semissintético da 

lignana Podofilotoxina (ARNOLD; WHITEHOUSE, 1981; CHAGALUKA et al., 

2014).  

ANTI-CANCER AGENT 

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta, existindo inúmeras 

plantas e/ou produtos derivados das mesmas que possuem efeito profilático ou 

terapêutico. Uma grande diversidade química é encontrada em várias espécies de 

plantas, animais e microrganismos. Compostos derivados de plantas têm sido 

empregados em diversas áreas, com ênfase na terapia do câncer, e esse sucesso justifica 

a pesquisa desses produtos em diferentes abordagens (RIBEIRO et al., 2012). 

Substâncias isoladas de plantas também foram identificadas por possuir atividade contra 

Leishmania sp. (KAYSER et al. 2003; MONTE NETO, 2007; CHOWDHURY et al., 
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2012). Diante disso, a busca de novas substâncias bioativas com atividade 

antileishmania não é uma exceção.  

 

A espécie Hyptis macrostachys, popularmente conhecida como alfavaca brava 

ou hortelã do mato, pertence à família Lamiaceae que possui 295 gêneros e cerca de 

7.775 espécies com distribuição cosmopolita. Estima-se que 22 gêneros e 402 espécies 

ocorrem no Brasil. O gênero Hyptis Jacq. (Lamiaceae) possui cerca de 300 espécies, 

com ampla distribuição, ocorrendo principalmente nas regiões tropicais das Américas e 

África. No Nordeste do Brasil, Hyptis pectinatae e Hyptis suaveolens são empregadas 

na medicina popular e comercializadas pelos raizeiros e vendedores de plantas 

medicinais nas feiras livres da região (BASÍLIO et al., 2006; AGRA et al., 2007). As 

espécies pertencentes ao gênero Hyptis são usadas extensivamente na etnofarmacologia, 

isso ocorre, devido a sua atividade antimicrobiana, antifúngica, citotóxica, anti-

inflamatória, inseticida e anticancerígena (MCNEIL et al., 2011).  Possuem uma grande 

diversidade de compostos, tais como lignanas, terpenoides, flavonoides e esteroides 

(FALCÃO, MENEZES, 2003). 

 

Extratos de espécies do gênero Hyptis, como por exemplo, Hyptis lacustres são 

largamente utilizados na etnofarmacologia, como exemplo, povos ameríndios no Peru 

utilizam o extrato da planta no combate à leishmaniose cutânea (CÉLINE et al., 2009). 

Dentre as espécies do gênero Hyptis a espécie Hyptis macrostachys Benth. é encontrada 

no semiárido nordestino do Brasil, o que facilita o estudo desta espécie para os 

pesquisadores dessa região, devido a localização geográfica acessível. Hyptis 

macrostachys é usada popularmente no tratamento da asma, tosse e bronquite.  

Comumente para esses fins, utiliza-se a folha para realização do infuso, forma 

predominantemente utilizada na etnofarmacologia (AGRA et al., 2007). O estudo 

fitoquímico das folhas de H. macrostachys resultou no isolamento de dois diterpenos, 

sendo um deles um novo produto natural.  Esses resultados contribuem para a 

quimiotaxonomia do gênero Hyptis, em especial a espécie H. macrostachys (COSTA et 

al. 2010). Recentemente, outro composto foi isolado dessa espécie de planta, uma α-

pirona denominada Hiptenolideo, que apresenta atividade espasmolítica quando testada 

em íleo de cobaia (COSTA et al., 2014). 

 



DIAS, C. N. S.                                              Introdução 35 

 

 

 

Duas ɣ-pironas isoladas de Podolepsis hieracioides demonstraram a capacidade 

de inibir o crescimento de formas promastigotas de L. donovani, L. major, L. infantum e 

L. enriettiie e formas amastigotas L. donovani (KAYSER et al. 2003). Considerando as 

potencialidades de H. macrostachys bem como do Hiptenolideo, torna-se oportuno 

ampliar a investigação da atividade biológica dessas substâncias sobre Leishmania sp.  

 

O gênero Phyllanthus é o maior da família Phyllanthaceae, destaca-se pelo 

elevado número de espécies dispersas por todas as regiões do mundo, e pela 

complexidade taxonômica. Esse gênero compreende cerca de 800 espécies, com 

distribuição em diversos ambientes e tipos de vegetações nas regiões tropicais do 

mundo. No Brasil, está representado por mais de 100 espécies, amplamente distribuídas 

em diferentes ambientes (SILVA; SALES, 2007). Espécies desse gênero têm sido 

conhecidas por apresentarem importantes atividades biológicas, dentre elas atividade 

anticâncer. Jeena e colaboradores (1990) relataram que o extrato de Phyllanthus amarus 

protege o fígado de hepatocarcinoma induzido por N-nitrosodietilamina de maneira 

dose dependente em modelos animais. O extrato aquoso da espécie Phyllanthus 

urinaria é conhecido por induzir apoptose de células cancerígenas demonstrada pela 

fragmentação do DNA e aumento da atividade da caspase 3 (HUANG et al., 2010). 

Phyllantus niruri, planta utilizada na medicina tradicional da América Latina, possui 

atividade anti-hiperglicêmica, atividade relacionada à presença de enzimas relevantes 

para hiperglicemia (RANILLA et al., 2010). 

 

A espécie Phyllantus acuminatus, estudada neste trabalho, tem sido descrita por 

diversas atividades biológicas. Dentre elas, atividade antifúngica contra fungos de 

diferentes espécies, tais como Pythium ultimum e Rhizoctonia solani relacionado ao 

extrato metanólico e diclorometânico de suas folhas (GOUN et al., 2003),  e 

antimalárica, relacionado ao extrato aquoso de ramos secos (MUÑOZ et al., 2000). A 

Philantostatin, isolada de Raízes de Phyllanthus acuminatus tem sido associada à 

inibição do crescimento de linhagem leucêmica celular linfocítica (P-388) e linhagem 

de melanoma murino (B-16) (PETTIT et al., 1982; PETTIT et al., 1990). 

 

A lignana Justicidina B tem sido isolada a partir do extrato etanólico de partes 

aéreas de Phyllantus acuminatus. As lignanas são  uma classe de substâncias isoladas de 

plantas. Esse termo foi criado por Haworth em 1936 para descrever uma classe de 
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micromoléculas formadas exclusivamente ou adicionalmente a outros grupos, pelo 

grupo fenilpropânico (C6-C3)n, sendo n restrito a poucas unidades (DAR; 

ARUMUGAM, 2013). Caracterizam uma família de produtos naturais com importantes 

efeitos biológicos, e sua biossíntese envolve metabólitos primários da via do 

chiquimato. São derivadas da condensação entre álcoois cinamílicos entre si ou com 

ácido cinâmico, desempenham função aleloquímica nas plantas e ação farmacológica no 

homem (GOTTLLEB, YOSHIDA, 1984). Dentre as ações farmacológicas dessa classe, 

a atividade antiviral e antineoplásica foram relatadas. A podofilotoxina, uma lignana 

isolada da Podophyllum emodi (HARWORTH, 1942), e seus derivados semissintéticos 

são usados na terapia anticâncer (GORDALIZA et al, 2000). Estudos recentes 

demonstram que as lignanas também possuem atividade antileishmania. A Lignana 

Nirantina isolada de Phyllanthus amarus (Phyllanteaceae) demonstrou atividade 

antileishmania pela produção de eventos apoptóticos em Leishmania donovani 

(CHOWDHURY et al., 2012). A Iagambina, uma lignana isolada da Ocotea duckei se 

mostrou efetiva contra formas promastigotas de Leishmania chagasi e Leishmania 

amazonensis (MONTE NETO et al., 2007).  

 

Com base na forma em que o oxigênio está incorporado no esqueleto e o padrão 

de ciclização, as lignanas são classificados em oito subgrupos, que são: furofurano, 

furano, dibenzilbutano, dibenzilbutirolactona, ariltetralina, arilnaftaleno, 

dibenzociclooctadieno e dibenzilbutirolactol (DAR; ARUMUGAM, 2013). A lignana 

Justicidina B pertence ao subgrupo arilnaftaleno e ocorre em diferentes gêneros de 

plantas, porém, foi isolada primeiramente por Munakata e colaboradores (1967) a partir 

do Justicia hayatai. Diferentes e importantes atividades farmacológicas têm sido 

relatadas para Justicidina B, como por exemplo, efeitos citotóxicos em diferentes 

linhagens de células neoplásicas, atividade antiviral, inibição da absorção óssea e 

propriedades antiplaquetárias e antitumorais (ASANO et al., 1996; GERTSCH et al., 

2003; LUO et al., 2014). Justicidina B, isolada a partir de Phyllanthus piscatorum, 

apresentou uma forte atividade contra formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei 

(CI50 = 0,2 µg / mL) e atividade moderada contra Trypanosoma cruzi (CI50 = 2,6 µg / 

mL). Piscatorin, um derivado de Justicidina B hidroxilado no carbono 09, exibiu uma 

inibição menor contra Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi, com valores de CI50 

de 2,3 e >4 µg/ml, respectivamente (GERTSCH et al., 2003; SCHMIDT et al., 2012).  
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O isolamento da Justicidina B a partir dessa espécie proporciona mais uma 

alternativa para sua obtenção e favorece a investigação de sua atividade. Até o 

momento, não existem relatos na literatura de estudos sobre uma possível atividade 

antileishmania do extrato de Phyllanthus acuminatus nem tampouco da lignana 

Justicidina B, o que a torna, de acordo com as premissas apresentadas, uma molécula 

promissora nessa investigação. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar a potencialidade antileishmania de substâncias obtidas de Phyllanthus 

acuminatus e Hyptis macrostachys. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a atividade antipromastigota do extrato etanólico e da lignana Justicidina 

B obtidas de Phyllanthus acuminatus e do extrato etanólico (EtOH), fase 

diclorometano (DCM) e uma nova pirona isolada de Hyptis macrostachys, frente 

à Leishmania amazonensis; 

 

 Avaliar a citotoxicidade das amostras em estudo frente a macrófagos peritoneais 

de camundongos suíços; 

 

 Avaliar a atividade antiamastigota da lignana Justicidina B isolada de 

Phyllanthus acuminatus sobre macrófagos murinos infectados in vitro com 

Leishmania amazonensis; 

 

 Investigar a atividade imunomoduladora da lignana Justicidina B isolada de 

Phyllanthus acuminatus sobre macrófagos murinos infectados in vitro com 

Leishmania amazonensis; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Obtenção das substâncias avaliadas 

 

3.1.1 Obtenção do Extrato EtOH de Phyllanthus acuminatus e da lignana 

Justicidina B. 

O extrato EtOH de Phyllanthus acuminatus e a lignana Justicidina B foram 

obtidos e cedidos pelos professores Dr. Josean Fechine Tavares e Dr. Marcelo Sobral da 

Silva. Programa de Pós Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da 

Universidade Federal da Paraíba. 

 

 Para a obtenção do extrato etanólico e lignana Justicidina B (Figura 8) o 

material botânico foi dessecado em estufa de ar circulante à temperatura de 40ºC 

durante 72 horas, em seguida, triturado e moído em moinho mecânico. O pó obtido foi 

submetido à maceração com etanol 96% por três dias e o processo repetido mais duas 

(02) vezes para completo esgotamento do material vegetal. A solução extrativa foi 

concentrada em rotaevaporador sob pressão reduzida à temperatura de 40º C obtendo-se 

o extrato bruto ou extrato etanólico, o mesmo foi submetido a uma partição 

líquido/líquido com hexano, acetato de etila e n-butanol em diferentes proporções. 

 

As frações obtidas com diferentes proporções dos solventes acima citados foram 

cromatografadas para isolamento dos constituintes em Cromatografia em Coluna (CC) 

tendo como fase fixa sílica gel ou sephadex, Cromatografia de Média Pressão, 

Cromatografia em Camada Delgada Preparativa e Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE). Como fase móvel, foram utilizados solventes orgânicos destilados 

no próprio laboratório, solventes P.A. ou grau HPLC conforme necessidade da técnica 

aplicada.  As frações obtidas foram monitoradas através da Cromatografia em Camada 

Delgada Analítica (CCDA) e a visualização das substâncias aplicadas foi realizada sob 

luz ultravioleta, utilizando reveladores específicos na placa ou pela impregnação das 

mesmas em cuba de vidro saturada por vapores de iodo.  
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As substâncias isoladas tiveram suas estruturas determinadas, identificadas ou 

elucidadas através métodos espectroscópicos, Infravermelho, Ultravioleta, Ressonância 

Magnética Nuclear de hidrogênio (RMN- 
1
H) e de carbono 13 (RMN- 

13
C) uni e 

bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY E NOESY) e ainda (EM) Espectrometria de 

Massa (DUARTE, 2013). 

Figura 8- Estrutura química da Justicidina B. 

 
            Fonte: GERTSCH et al., 2003.  

 
 

3.1.2 Obtenção do Extrato EtOH, Fase DCM e α-pirona Hiptenolideo de Hyptis 

macrostachys. 

O Extrato EtOH, Fase DCM e α-pirona Hiptenolideo de Hyptis macrostachys 

obtidos e cedidos pelos professores Dr. Josean Fechine Tavares e Dr. Marcelo Sobral da 

Silva. Programa de Pós Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da 

Universidade Federal da Paraíba. 

Partes aéreas de Hyptis macrostachys foram coletadas no município de 

Maturéia- PB, semiárido paraibano. O material vegetal foi identificado pela profª Drª 

Fátima Agra e uma exsicata encontra-se depositada no Herbário Prof. Lauro Pires 

Xavier, na Universidade Federal da Paraíba sob identificação AGRA 6947. O material 

vegetal seco e pulverizado (2kg) foi macerado com etanol (95%). O extrato foi 

concentrado em rotaevaporador, obtendo-se assim o extrato etanólico bruto (200g), dos 

quais 100g foi submetido à filtração a vácuo usando um funil poroso e sílica gel, e com 

os eluentes: hexano, diclorometano e acetato de etila (AcOEt) proporcionando as 



DIAS, C. N. S.                                      Materiais e Métodos 43 
 

 

respectivas frações 1, 12,3 e 18,7g. A fração diclorometano foi separada por 

cromatografia em coluna utilizando o hexano, hexano: AcOEt e AcOEt em ordem 

crescente de polaridade, rendendo 60 frações. Após esse procedimento as frações foram 

submetidas à cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC). A fração 15 foi 

submetida à filtração em gel de sílica com hexano: AcOEt 1:1, obtendo-se o 

Hiptenolideo (Figura 9) (COSTA et. al., 2014).     

 

Figura 9- Estrutura química do Hiptenolideo. 

 
                 Fonte: COSTA et al., 2014 

 

 

 

3.2 Preparo das soluções das substâncias avaliadas 

 

 

Para os testes in vitro, as amostras foram pesadas (20mg) e diluídas em 1 mL de 

dimetilsulfóxido [DMSO (CH3)2SO – Vetec, Brasil] sob agitação em Vortex 

(DaiggerVortex Genie 2, A. Daigger & Co., Inc), obtendo-se assim uma solução 

estoque de 20 mg/ml. Antes de cada experimento, foram feitas soluções de trabalho de 2 

mg/ml, através da diluição da solução estoque no próprio meio de cultura (Schneider ou 

RPMI 1640). A concentração final de DMSO não ultrapassou 0,5%, concentração essa 

que não apresentou citotoxicidade para as células utilizadas. 
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3.3 Parasitas e manutenção das culturas in vitro e in vivo 

  As formas promastigotas de Leishmania amazonensis 

(MHOM/IFLA/BR/67/PH8) utilizadas neste trabalho foram cultivadas, in vitro, em 

tubos de ensaio contendo meio de cultura ágar-sangue NNN (Novy-McNeal-Nicolle), 

associado ao meio líquido Schneider, suplementado com 20% de soro bovino fetal 

(SBF) e 1% de antibiótico, estreptomicina (100 µg/mL) e penicilina (100 U.I./mL). As 

células foram incubadas a 26±1°C e repicadas semanalmente para manutenção da 

viabilidade celular.  

Para utilizações futuras, células no início da fase estacionária de crescimento 

foram criopreservadas.  Para isso, adicionou-se lentamente 10% de glicerol estéril sob 

agitação constante nas culturas de promastigotas em meio Schneider completo, após 15 

minutos alíquotas de 1 mL foram distribuídas em tubos apropriados para 

criopreservação, esses tubos foram mantidos em freezer a -80° e em nitrogênio líquido.  

A espécie L. amazonensis também foi mantidas in vivo, através da inoculação de 

1x10
7
 promastigotas/ml, em fase estacionária de crescimento, no coxim plantar da pata 

posterior de camundongos suíços. Os camundongos utilizados foram provenientes do 

Biotério Thomas George, localizado no CBiotec/UFPB. Todos os protocolos 

experimentais que utilizaram animais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais – CEUA/CBiotec/UFPB com o registro n. 1210/12 (ANEXO). 

 

3.4 Avaliação da atividade antipromastigota e determinação da concentração que 

inibe 50% do crescimento dos parasitos (CI50) 

 

A determinação da inibição do crescimento de formas promastigotas de L. 

amazonensis frente às substâncias em estudo foi realizada utilizando tubos de ensaio 

rosqueados contendo meio líquido Schneider suplementado com 20% de soro bovino 

fetal (SBF) e 1% de antibiótico [estreptomicina (100 µg/mL) e penicilina (100 

U.I./mL)]. Nos tubos de ensaio foram adicionados 1x10
6
 promastigotas/mL de 

Leishmania amazonensis em fase logarítmica de crescimento, na ausência (controle) e 

presença de diferentes concentrações das substâncias avaliadas.  
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 Após 72 horas de incubação a 26ºC±1, alíquotas das culturas foram retiradas, 

diluídas em solução de isoton (10,5 g de ácido cítrico, 7 g de NaCl, 15 mL de formol em 

1 L de água destilada) na proporção de 1:10, os quais, foram submetidos a vigorosa 

agitação em aparelho vortex por aproximadamente dois (2) minutos. As células foram 

quantificadas e analisadas sob microscopia óptica comum diretamente em câmara de 

Neubauer (Figura 10). A contagem do número de parasitos/ml de cultura foi realizada 

utilizando a fórmula: N° de parasitos = média dos quatro (04) quadrantes x inverso da 

diluição da amostra x 10
4
.  Alíquotas das culturas também foram colocadas em lâminas 

de vidro, cobertas com lamínulas e observadas quanto à morfologia em microscópio 

óptico. 

 

Ao mesmo tempo as culturas de Leishmania amazonensis foram avaliadas 

quanto à sensibilidade ao Glucantime
®
 [300mg/mL (Aventis Pharma, Brasil)] e a 

Anfotericina B
®
 [1mg/mL (Cristália)], utilizadas como drogas de referência. As drogas 

foram gentilmente cedidas pela Farmácia Hospitalar do Hospital Universitário Lauro 

Wanderley-UFPB.  As drogas foram diluídas em meio Schneider completo, de acordo 

com as concentrações testadas.  

 

As culturas controles, cujo crescimento foi considerado 100%, foram mantidas 

na ausência de substâncias e os cálculos da porcentagem de inibição de crescimento das 

substâncias avaliadas foram calculados em relação à cultura controle. 
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Figura 10-Experimento de atividade antipromastigota com Leishmania amazonensis. 

 
Fonte: Néris, 2012. Formas promastigotas de L. amazonensis em fase logarítmica de crescimento (1x10

6
 

cel/mL) foram distribuídas em tubos de ensaio contendo 1mL de meio Schneider com diferentes 

concentrações de todas as amostras testadas.  As culturas foram incubadas a 26ºC ± 1ºC por 72h. 

Posteriormente, alíquotas das culturas foram diluídas em solução ISOTON e quantificadas sob 

microscopia óptica em câmara de Neubauer. 

 

 

 

3.5. Análise de fragmentação de DNA por eletroforese em gel de agarose. 

 

Com o intuito de investigar a atividade antipromastigota da Justicidina B foi 

realizada uma análise qualitativa da integridade do DNA de formas promastigotas de 

Leishmania amazonensis, com a finalidade de observar uma possível fragmentação de 

DNA, característico de células em apoptose. Para isso, as formas promastigotas de L. 

amazonensis em fase logarítmica de crescimento foram incubadas na ausência (controle 

negativo) e presença da Justicidina B nas concentrações de 1x, 2x, 4xIC50. Como 

controle positivo, foi utilizado o peróxido de hidrogênio (H2O2) na concentração de 

4mM (DAS et al., 2001). As culturas foram incubadas durante overnight a 26 ±1°C, e 

após este período as células foram submetidas à extração de DNA. 

A extração de DNA de Leishmania foi realizada através do método 

clorofórmio/fenol (SAMBROOK et al., 1989). Inicialmente, as culturas (1mL) foram 

centrifugadas a 6610 x g [9000 rpm (Microcentrífuga MCD 2000-HT)] durante 10 

minutos, sendo o sobrenadante descartado. Em seguida, adicionou-se 300μL de Tampão 
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de Lise [Tris HCl 1M pH 8,0 (Invitrogen Co. CA); EDTA 0,5M pH 8,0 (SIGMA® 

Chemical Co., U.S.A); SDS 10% (SIGMA® Chemical Co., U.S.A) em água miliQ 

estéril] e 10μL proteoquinase k (SIGMA® Chemical Co., U.S.A) a 20mg/mL. Essa 

solução foi incubada em banho-maria (Nova Ética- 316D) overnight a 37°C. No dia 

seguinte, adicionou-se 300µL de fenol, os tubos foram submetidos à agitação por 5 

minutos e centrifugados a 8161 x g [10000 rpm (Microcentrífuga MCD 2000-HT)] por 

5 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, onde foi adicionado 300μl 

de Clorofórmio:Álcool isoamílico (24:1) e mantidos sob agitação durante 5 minutos. 

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 8161 x g [10000 rpm (Microcentrífuga 

MCD 2000-HT)] por 2 minutos, sendo a fase aquosa removida para um novo tubo. Esse 

procedimento foi repetido duas vezes. Por fim, adicionou-se 500μL de etanol gelado 

(2,5 vezes o volume) e 30μL de acetato de sódio (NaAc 3M) em cada tubo, e deixados 

para precipitação do material genético durante 24 horas a -20°C. No dia seguinte, o 

material foi centrifugado a 11752 x g [12000 rpm (Microcentrífuga MCD 2000-HT)] 

por 20 minutos, o sobrenadante descartado e os pellets formados foram secos a 

temperatura ambiente. Após a secagem total da amostra, a mesma foi ressuspensa em 

50μL de água milliQ estéril e incubadas a -20°C até a sua utilização.  

Após a extração, observou-se a necessidade de tratamento das amostras com a 

enzima RNase (Ribonuclease A). Dessa forma, adicionou-se 50μL de tampão TE (Tris-

HCl 10 mM, pH. 8,0; EDTA 1 mM) e 10μg/mL de RNase (SIGMA® Chemical Co., 

U.S.A) em todas as amostras, sendo incubadas a 37°C por uma hora. Após este tempo, 

adicionou-se 300μL de etanol gelado e 15μL de acetato de sódio (3M). Após 24 horas 

de precipitação, o material foi novamente centrifugado a 11752 x g [12000 rpm 

(Microcentrífuga MCD 2000-HT)] durante 20 minutos, o material seco e ressuspenso 

em 50μL de água milliQ estéril. As amostras foram estocadas a -20°C até sua análise. 

A concentração e o grau de pureza do DNA, extraído das culturas de Leishmania 

amazonensis, foi estimado por espectrofotômetro (Thermo Scientific NanoDrop 2000). 

O DNA juntamente com corante GelRed Nucleic Acid Gel Stain 1:500 (10.000x 

Biotium®) foi aplicado em gel de agarose 1% (Gibco, USA) e a eletroforese foi 

realizada em tampão TBE (Tris/Borato/EDTA) a 60V, 50mA por 1h30min.  Após a 

eletroforese, os géis foram analisados sob luz ultravioleta utilizando-se um 

transiluminador de ultravioleta (ImageMaster®). 
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3.6 Avaliação da citotoxicidade em macrófagos murinos através do corante vital 

azul de tripan 

 

Para coleta de macrófagos foram utilizados camundongos suíços (Mus musculus) 

com 8 a 10 semanas de idade, provenientes do biotério Thomas George / UFPB. Os 

camundongos foram elicitados através da inoculação de 10 mL de tioglicolato (Gibco) 

na cavidade intraperitoneal. Após 5 dias os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e a coleta dos macrófagos foi realizada pela injeção 10 mL de 

PBS gelado suplementado com 3% de SBF na cavidade peritoneal (Figura 11), sendo 

essa solução recuperada em seguida e adicionada a tubos de polipropileno. O 

macrófagos foram submetidos à centrifugação durante 10 minutos a 112 x g [2000 rpm 

(centrífuga PARSEC CT0603)] e resuspensos em 1 mL de meio RPMI completo 

[RPMI, 10% SBF, estreptomicina (100μg/mL) e penicilina (100 U/mL)]. Os 

macrófagos viáveis foram quantificados em câmara hemocitométrica de Neubauer na 

presença do corante vital azul de Tripan 0,4%, que se acumula apenas em células 

mortas, permitindo assim, a distinção de células viáveis das não viáveis.  

 

 
 Figura 11- Retirada de lavado peritoneal. 

 

 
Fonte: DIAS, C.N.S. Foram injetados 10 mL de PBS gelado suplementado com 3% de SBF e em seguida 

retirado lavado peritoneal. 
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As células viáveis foram quantificadas em câmara hemocitométrica de Neubauer 

e o volume ajustado para 1x10
6
 células/mL, e então distribuídas em tubos de 

polipropileno. Em seguida, diferentes concentrações das substâncias testadas foram 

adicionadas aos tubos. O controle foi feito com células incubadas na ausência das 

moléculas avaliadas. Os macrófagos foram incubados por 24h em atmosfera de 5% de 

CO2, após esse período foram novamente quantificadas na presença do corante azul de 

trypan 0,4% (Figura 12). 

 

O número de células por mililitro da amostra foi estimado como a média dos 

quatro quadrantes x o inverso da diluição da amostra x 10
4
 x 1,1 (fator de correção da 

diluição com o azul de tripan). A viabilidade celular foi calculada em porcentagem de 

células viáveis frente às substâncias testadas em comparação com 100% de viabilidade 

celular observada no controle.  

 

 

Figura 12 - Esquema de ensaio de viabilidade celular. 

 
   Fonte: Adaptado de CALDAS, 2010.  
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3.7 Padronização da infecção de macrófagos murinos infectados in vitro com 

formas promastigotas e amastigotas axênicas de Leishmania amazonensis 

 

3.7.1 Preparo das formas amastigotas axênicas 

 

Para utilização das formas amastigotas axênicas foi utilizado um repique a partir 

de isolamento de infecção in vivo, não ultrapassando o quinto repique, com inóculo 

inicial de 1x10
5
 promastigotas (MHOM/IFLA/BR/67/PH8) para cada mL em meio 

Schneider completo (100UI/ml estreptomicina-penicilina +SBF 20%) pH 7,0. As 

células foram incubadas a 26°C até atingirem a fase estacionária de crescimento 

(HODGKINSON, et al., 1996). 

No quinto dia essas células foram centrifugadas em tubos de polipropileno 

durante 10 minutos a 112 x g [2000 rpm (centrífuga PARSEC CT0603)], o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspenso em meio Schneider completo 

(100UI/mL estreptomicina-penicilina +SBF 20%) pH 5,5. Essas células foram 

incubadas durante 3 dias a uma temperatura de 32°C em uma atmosfera de 5% de CO2 

(HODGKINSON, et al., 1996; CALLAHAN et al., 1997). Após este período as células 

foram analisadas sob microscopia óptica, quanto ao formato típico de amastigotas. 

 

3.7.2 Preparação de macrófagos peritoneais utilizados na infecção 

 

Para a obtenção dos macrófagos, camundongos foram previamente elicitados 

com 10 mL de tioglicolato (Gibco) injetados na cavidade intraperitoneal. No quinto dia, 

os camundongos foram eutanasiados e imersos em álcool 70%. Em seguida, foram 

abertos pela cavidade abdominal, utilizando instrumentos previamente esterilizados por 

imersão em álcool absoluto seguido de flambagem, de modo que a cavidade peritoneal 

ficasse exposta. Em seguida foi injetado na cavidade peritoneal 10mL de PBS gelado 

suplementado 3% de SBF, sendo essa solução recuperada em seguida e adicionada a 

tubos de polipropileno. As células foram submetidas à centrifugação durante 10 minutos 

à 111x g [1000 rpm (centrífuga PARSEC CT0603)] e resuspensas em 1 ml de meio 
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RPMI completo [RPMI, 10% SBF, estreptomicina (100μg/mL) e penicilina (100 

U/mL)].  

 

Os macrófagos viáveis foram quantificados em câmara de Neubauer na presença 

do corante vital azul de Tripan 0,4%. O sobrenadante foi retirado e as células foram 

resuspensas e a elas foi adicionado 1ml de meio RPMI completo, em seguida foi feita 

uma diluição de 10x, dessa diluição foi  retirado 90µL e adicionado 10µL de azul de 

tripan, esses macrófagos foram quantificados em câmara de Neubauer, a quantidade 

contada foi multiplicada por 1,1 e pela diluição 10
1
 , já que a diluição foi de 10x. 

 

 

3.7.3 Avaliação da infecção promovida por formas promastigotas e amastigotas 

axênicas de L. amazonensis 

 

 A concentração de 1x10
6
 macrófagos/mL foi ajustada com meio RPMI 

completo, e cada ml dessa suspensão foi adicionado a placas de 24 poços contendo uma 

lamínula circular estéril em cada poço na qual os macrófagos aderem. Em seguida as 

placas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 durante 3 horas para que os 

macrófagos pudessem aderir na lamínula (Figura 13). Durante esse período as formas 

promastigotas e amastigotas-axênicas foram centrifugadas por 10 minutos a 447 x g 

[2000 rpm (Centrífuga Parsec CT0603)]. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

resuspenso em 1mL de RPMI completo e quantificadas em câmara de Neubauer. Após 

as 3 horas de incubação dos macrófagos foram inoculadas 5x10
6
 (MOI: 5) formas 

promastigotas em fase estacionária de crescimento ou amastigotas axênicas em seus 

respectivos poços. Em seguida, as placas foram colocadas em estufa a 34°C durante 4 

horas em atmosfera de 5% CO2.  

 Após o período de infeção os poços foram lavados 3 vezes com PBS 

suplementado com 3% de SBF pré-aquecido à 34°C para que as células não aderidas e 

não internalizadas fossem removidas. Em seguida adicionou-se 1mL de RPMI completo 

em cada poço e as placas foram recolocadas na estufa a 34°C em atmosfera de 5% de 

CO2, durante 72 horas (figura 5). 
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 No tempo determinado as lamínulas foram coradas com o kit de coloração 

hematológica rápida (Newprov®, Brasil) e montadas em lâminas permanentes com o 

uso de entelan. A análise das lamínulas foi realizada através de microscopia óptica 

comum no aumento de 1000x, na qual foram quantificados 300 macrófagos por 

lamínula, analisando a quantidade de macrófagos infectados e o número de amastigotas 

por macrófago infectado. 

 

Figura 13 – Esquema do ensaio de infecção com formas promastigotas e amastigotas axênicas. 

 
Fonte: Adaptado de NÉRIS, P.L.N. Macrófagos foram incubados em estufa de CO2 por 3h para aderência 

e infectados com formas promastigotas e amastigotas axênicas de L. amazonensis (MOI:5). Essas células 

foram coradas 72 horas após a infecção e as lamínulas analisadas sob microscopia óptica comum (100x). 

 
 

  

3.8 Avaliação da atividade antiamastigota de Justicidina B 

 

Para avaliação da atividade antiamastigota de Justicidina B foram utilizados 

macrófagos peritoneais murinos, o procedimento de retirada dos mesmos foi idêntico ao 

executado no item 3.7.2. Para a infecção foram utilizadas formas promastigotas em fase 

estacionária de crescimento. 

Com descrito no item 3.7.3, os macrófagos aderidos foram infectados com 

formas promastigotas (MOI: 5). Após o período de infeção os poços foram lavados 3 

vezes com PBS suplementado com 3% de SBF pré-aquecido à 34°C para que as células 

não aderidas e não internalizadas fossem removidas. Em seguida adicionou-se 1ml de 
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RPMI completo em cada poço, posteriormente adicionou-se Justicidina B ou 

Glucantime
®

 em diferentes concentrações e as placas foram recolocadas na estufa a 

34°C em atmosfera de 5% de CO2, durante 24  e 72 horas. 

 Após os dois tempos de tratamento as lamínulas foram coradas com o kit de 

coloração hematológica rápida (Newprov®, Brasil) e montadas em lâminas 

permanentes com o uso de entelan. Os sobrenadantes das culturas foram congelados a - 

20° C para posterior dosagem de citocinas e óxido nítrico (NO). A análise das lamínulas 

foi realizada através de microscopia óptica comum no aumento de 1000x, na qual foram 

quantificados 300 macrófagos por lamínula, analisando a quantidade de macrófagos 

infectados e o número de amastigotas por macrófago infectado. 

 

3.9 Detecção de citocinas através de ensaio imunoenzimático 

 

O sobrenadante dos ensaios de infecção de macrófagos com promastigotas (item 

3.8) de L. amazonensis foram analisados quanto à presença das citocinas IL-6, IL10 e 

IL12 de acordo com o protocolo especificado no Kit do fabricante (eBIOSCIENCE
®
, 

Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA).  

Inicialmente, placas de ELISA (NUNC-Immuno
TM

) foram sensibilizadas com o 

anticorpo de captura (anti-IL-6, anti-IL10 e anti-IL12) e incubadas por 18 horas a 4°C. 

Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 

(SIGMA
®
 Chemical Co., U.S.A) e os sítios inespecíficos foram bloqueados com a 

solução de bloqueio (PBS contendo 10% de SBF) durante uma hora. Após este tempo, 

as placas foram novamente lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20, sendo 

então adicionadas as amostras a serem analisadas e os padrões (diferentes 

concentrações) das citocinas recombinantes IL-6 (500 pg/mL a 7,55 pg/mL),  IL-10 

(4000 pg/mL a 31,25 pg/mL) e IL 12 (2000- 15,62 pg/mL) para a realização da curva. 

As placas foram novamente incubadas por 18 horas a 4°C.  

Após este tempo, as placas foram lavadas e o complexo detector, formado pelo 

anticorpo de detecção biotinilado, foi adicionado às placas, sendo essas, incubadas por 

uma hora. Em seguida, as placas foram novamente lavadas, adicionou-se o complexo 

enzimático avidina-peroxidse (avidin-HRP) e incubou-se novamente a temperatura 
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ambiente por meia hora. Após lavagens adicionais, a reação foi revelada pela adição da 

solução substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e peróxido de hidrogênio, e após 

5 minutos, a reação foi interrompida com ácido sulfúrico 1N. A leitura das placas foi 

realizada em leitor de microplaca (MICROPLATE READER versão Max, BN 2529 

Molecular Devices) a 450nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a partir das 

curvas-padrão. 

 

3.10 Determinação dos níveis de óxido nítrico (NO) 

 

Os sobrenadantes dos ensaios de infecção com promastigotas de L. amazonensis 

tratados com Justicidina B (descrito no item 3.8) foram testados quanto à produção de 

nitrito pela reação de Griess, como uma medida da produção de óxido nítrico (GREEN 

et al., 1982). Para essa análise, em cada amostra de sobrenadante (100µL) foi 

adicionado 100µl do reagente de Griess [1% de sulfanilamida e 0,1% de N-(1naftil)-

dihidrocloreto etilenodiamina em 2,5% de H3PO4]. A concentração de nitrito foi 

calculada baseando-se em uma curva padrão de nitrito de sódio (NaNO2) estabelecida 

através de um padrão de nitrito cuja concentração varia de 1mM até 0.0078 mM.  Após 

5 minutos de incubação a temperatura ambiente, a densidade óptica foi mensurada por 

espectrofotometria (leitor de ELISA) com comprimento de onda de 540nm (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DIAS, C. N. S.                                      Materiais e Métodos 55 
 

 

Figura 14- Esquema da dosagem de NO. 

 
Fonte: Adaptado de CALDAS, 2010. Dosagem da produção de óxido nítrico em sobrenadantes de 

culturas infectadas com L. amazonensis tratadas com Justicidina B. 
 

3.11 Análise estatística 

Para os dados obtidos em cada experimento foi utilizado o teste “t-Student” para 

dois tratamentos, para mais de dois tratamentos foi utilizado o teste de ANOVA com 

post test Bonferroni. Para realização da análise estatística, foi utilizado o programa 

GraphPadPrism 5.0. Apenas os valores de P ≤ 0.05 foram considerados significativos. 

Para o cálculo de IC50 (concentração capaz de inibir 50% do crescimento), CC50 

(concentração citotóxica para 50% das células) e EC50 (concentração efetiva para 

diminuir 50% da infecção) foi utilizado o modelo probit de análise de regressão 

utilizando o programa SPSS 13.0 for Windows. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Atividade antileishmania de substâncias sobre formas promastigotas de 

Leishmania amazonensis 

 

 

4.1.1 Atividade antileishmania do extrato etanólico de Phyllanthus acuminatus e da 

lignana Justicidina B 

  

O extrato etanólico de Phyllanthus acuminatus inibiu o crescimento de formas 

promastigotas a partir da concentração de 50 µg/mL apresentando uma redução de 

57,33% ± 15,38 em relação ao controle (0%). O aumento das concentrações do extrato 

etanólico de Phyllanthus acuminatus induziu um aumento na inibição do crescimento de 

modo dependente de concentração, de forma que, as concentrações de 100, 150 e 200 

µg/mL inibiram o crescimento em uma taxa de 73,33% ± 15,94; 87,33% ± 5,45 e 

97,33% ± 1,45 respectivamente em relação ao controle (Gráfico 1). O extrato etanólico 

de Phyllanthus acuminatus demonstrou uma CI50 de 35,58 µg/mL. 

 

A lignana Justicidina B isolada da Phyllanthus acuminatus inibiu crescimento de 

formas promastigotas a partir da concentração de 2,5µg/mL em uma taxa de inibição de 

22,33% ± 0,88. Houve significante aumento da inibição de crescimento com o aumento 

das concentrações testadas. As outras concentrações testadas foram 5, 10, 15, 20, 25, 50 

e 100µg/mL, as quais inibiram o crescimento em uma taxa de 32% ± 3,93; 37,75% ± 

1,43; 52% ± 2,08; 58% ± 5; 61,33% ± 9,17; 95% ± 2,08; 94,33% ± 2,04 

respectivamente, apresentando uma CI50 de 12,51 µg/mL (Gráfico 1). 
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Gráfico 1- Inibição do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis na presença de diferentes 

concentrações do Extrato EtOH de Phyllanthus acuminatus e Justicidina B. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (1x10

6
 células/mL) foram 

cultivadas em meio Schneider completo por 72 horas a 26ºC na presença e na ausência das substâncias 

avaliadas. O gráfico representa à média ± erro padrão da média de pelo menos três experimentos 

independentes realizados em duplicata. * p ≤0,05(Significância em relação ao controle). 

 

 

 

4.1.2 Atividade antileishmania do extrato etanólico, fase diclorometano e da nova 

pirona Hiptenolideo 

 

 

A fase diclorometano de Hyptis macrostachys e o Hiptenolideo apresentaram 

atividade antileishmania contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis em 

todas as concentrações testadas, todavia, o extrato etanólico de Hyptis macrostachys 

apresentou atividade antileishmania significante apenas na concentração de 200 µg/mL 

com uma taxa de inibição de 41,67% ±6,33 em relação ao controle (Gráfico 2), 

resultando em uma CI50 de 280,69 µg/mL.  
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A fase diclorometano de H. macrostachys apresentou significante redução no 

crescimento das culturas a partir da menor concentração testada (25µg/mL).  Houve 

uma diminuição do crescimento das formas promastigotas com o aumento das 

concentrações. A concentração 25 µg/mL apresentou taxa de inibição de crescimento de 

40,67% ± 1,20, a qual foi ampliada com o aumento da concentração avaliada, 

resultando em CI50 de 55,30 µg/mL. As concentrações de 50; 100 e 200 µg/ml 

apresentaram taxa de inibição de 55% ± 2,51; 96,33% ± 2,33 e 98,33% ± 1,66 

respectivamente, como representado no gráfico 2.  

O Hiptenolídeo apresentou significante inibição de crescimento das formas 

promastigotas a partir da concentração de 10µg/mL com taxa de inibição de 32,33% ± 

5,84 em relação ao controle (0%). As demais concentrações testadas, que foram 25, 50 e 

100µg/mL apresentaram taxa de inibição de 46,33% ± 3,84; 79,33% ± 2,33; 96,33% ± 

0,33 nessa ordem (Gráfico 2), resultando em uma CI50 de 22,67 µg/mL. 

 

Gráfico 2- Inibição do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis na presença de diferentes 

concentrações do Extrato EtOH, Fase diclorometano (DCM) e Hiptenolideo obtidos de H. macrostachys 
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Fonte: DIAS, C.N.S. As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (1x10
6
 células/mL) foram 

cultivadas em meio Schneider completo por 72 horas a 26ºC na presença e na ausência das substâncias 

avaliadas. O gráfico representa à média ± erro padrão da média de três experimentos independentes 

realizados em duplicata. * p ≤0,05 (Significância em relação ao controle). 
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4.1.3 Atividade antileishmania de Anfotericina B
®
 e Glucantime

®
 

 

A Anfotericina B
®
 e o Glucantime

®
, drogas de escolha utilizadas no tratamento 

das leishmanioses no Brasil (BRASIL, 2013), foram utilizados como drogas referência 

para a análise antipromastigota. As concentrações de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,3 µg/mL de 

Anfotericina B
®
 foram analisadas quanto à capacidade de inibição de formas 

promastigotas. As concentrações que inibiram significativamente o crescimento foram 

0,1; 0,2 e 0,3 µg/mL, em uma taxa de inibição de 35,76% ± 5,01; 81,01% ± 9,8 e 

93,71% ± 5,72 respectivamente. O Glucantime
® 

foi avaliado nas concentrações de 1000; 

2000; 4000 e 8000µg/mL, porém a maior concentração foi a única que conseguiu inibir 

significativamente o crescimento, conforme mostrado no gráfico 3. Calculou-se o CI50 

para as duas drogas, os quais foram estimados em 0,13 µg/mL para a Anfotericina B
®
 e 

23760 µg/mL para o Glucantime
®
. 

 

Gráfico 3- Inibição do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis na presença de diferentes 

concentrações de Anfotericina B
®
 e Glucantime

®
. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (1x10

6
 células/mL) foram 

cultivadas em meio Schneider completo por 72 horas a 26ºC na presença e na ausência das substâncias 

avaliadas. O gráfico representa à média ± erro padrão da média de três experimentos independentes 

realizados em duplicata. * p ≤0,05; *** p ≤0,001 (Significância em relação ao controle). 

 

 

 



DIAS, C. N. S.                                              Resultados 61 
 

 

Os dados de inibição de crescimento sugerem se a substância analisada possui 

ou não atividade antileishmania, porém, esses dados não refletem de que modo essa 

atividade ocorre, se apenas inibindo o crescimento ou também provocando morte 

celular. Para tanto, além da quantificação realizou-se também a análise das culturas de 

promastigotas de L. amazonensis tratadas com Justicidina B. Utilizando a microscopia 

ótica avaliaram-se qualitativamente as culturas de Leishmania, e sugeriu-se qual tipo de 

atividade antileishmania havia ocorrido. Após o tratamento com as diferentes 

concentrações da Justicidina B, verificou-se que, nas concentrações de 2,5 e 5μg/mL, 

mesmo observando-se uma significante inibição do crescimento, as formas 

promastigotas de Leishmania amazonensis apresentavam-se com mobilidade e aspecto 

morfológico semelhante às células da cultura controle, indicando uma atividade 

leishmaniostática dessa lignana. No entanto, a partir do tratamento com a concentração 

de 10μg/mL da Justicidina B e com o aumento dela, através da análise sob microscopia 

óptica, observaram-se várias alterações morfológicas nas formas promastigotas de 

Leishmania amazonensis em relação à cultura controle, tais como, células imóveis e 

restos celulares, típicos de lise celular. Esses resultados sugerem também uma atividade 

leishmanicida desempenhada por essa lignana, uma vez demonstrado pela presença da 

maioria dos parasitas mortos.  

  

4.2 Avaliação da citotoxicidade das substâncias testadas em células de mamíferos 

 

4.2.1 Atividade citotóxica de Phyllanthus acuminatus e da lignana Justicidina B 

frente a macrófagos peritoneais murinos 

         

A avaliação da atividade citotóxica frente a macrófagos murinos foi realizada 

pelo método de exclusão do corante vital azul de Tripan, para mensurar a toxicidade das 

substâncias testadas frente a células de mamíferos. O extrato etanólico de Phyllanthus 

acuminatus apresentou significante toxicidade a partir da concentração de 50µg/mL 

resultando uma taxa de sobrevivência de macrófagos de 45% ± 6,05. Com o aumento 

das concentrações observou-se também aumento da citoxicidade, como demonstrado no 

gráfico 4. As taxas de sobrevivência foram de 28,33% ± 4,32 para 100 µg/mL, 35,83% 

± 4,79 para 150 µg/mL e 25,67% ± 3,82 para a concentração de 200 µg/ml. A CC50 

obtida foi de 39,62 µg/mL. 
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Gráfico 4- Citotoxicidade do Extrato EtOH de P. acuminatus e da lignana Justicidina B frente a 

macrófagos peritoneais murinos.  
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Fonte: DIAS, C.N.S. Os macrófagos (1x10
6
 células/mL) foram incubados por 24h em estufa de CO2 a 

37ºC na presença de diferentes concentrações do EtOH de P. acuminatus e da lignana Justicidina B e 

posteriormente quantificados sob microscopia óptica na presença de azul de tripan. O gráfico representa a 

média ± erro padrão da média de pelo menos três experimentos independentes realizados em duplicata.   

* P ≤0,05; **P ≤0,01 (Significância em relação ao controle). 

 

 

A lignana Justicidina B apresentou significante diminuição na taxa de 

sobrevivência dos macrófagos nas concentrações de 50 e 100µg/mL, nas quais, as taxas 

foram de 57,20% ± 9,88 e 34,33% ± 10,32 respectivamente (Gráfico 4). As demais 

concentrações testadas foram 2,5; 5; 10; 25 µg/mL, apresentando taxas de sobrevivência 

de 96% ± 2; 96% ± 2,44; 90,33% ± 4,55; 85,20% ± 9,08; respectivamente, sendo sua 

CC50 estimada de 58,56 µg/mL. 
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4.2.2 Atividade citotóxica do Extrato etanólico e Fase DCM de Hyptis macrostachys 

e da α- pirona Hiptenolideo frente a macrófagos peritoneais murinos 

 

O extrato etanólico de H. macrostachys foi considerado tóxico para macrófagos 

peritoneais murinos apenas nas maiores concentrações avaliadas, que foram as de 100 e 

200µg/mL. As taxas de sobrevivência celular em relação ao controle para essas 

concentrações foram de 42,67% ± 4,33 para 100µg/mL e 27,25% ± 14,18 para 

200µg/mL (Gráfico 6). As outras concentrações testadas demonstraram taxas de 

sobrevivência de 77,33% ± 11,39 (25µg/mL) e 72,67% ± 13,97 (50µg/mL), sendo sua 

CC50 estimada em 121,36 µg/mL. 

 

 

Gráfico 5- Citotoxicidade do extrato EtOH, fase DCM e Hiptenolideo obtidos de Hyptis macrostachys 

frente a macrófagos peritoneais murinos.  
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Fonte: DIAS, C.N.S. Os macrófagos (1x10
6
 células/mL) foram incubados por 24h em estufa de CO2 a 

37ºC na presença de diferentes concentrações do Extrato EtOH, fase DCM e Hiptenolideo obtidos de H. 

macrostachys e posteriormente quantificados sob microscopia óptica na presença de azul de tripan. O 

gráfico representa a média ± erro padrão da média de pelo menos três experimentos independentes 

realizados em duplicata.  * P ≤0,05 (Significância em relação ao controle). 
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As concentrações da fase diclorometano de H. macrostachys avaliadas em 

relação à toxicidade foram de 25, 50, 100 e 200µg/mL. Houve significante toxicidade, 

demonstrada pela diminuição da sobrevivência celular em relação ao controle, nas 

concentrações de 50, 100 e 200µg/mL. Essas concentrações apresentaram taxas de 

sobrevivência de 40,33% ± 19,62; 12,67% ± 3,28 e 6% ± 1,00 respectivamente, como 

mostrado no gráfico 5, resultando em uma CC50 estimada em 40,45 µg/mL. 

 

A nova α pirona isolada H. macrostachys, Hiptenolideo, apresentou significante 

toxicidade para macrófagos murinos apenas nas duas maiores concentrações testadas. 

As taxas de sobrevivência dos macrófagos tratados em relação ao controle foram de 

49% ± 0,57 e 23,67% ± 10,14 para as concentrações de 50 e 100µg/mL respectivamente 

(gráfico 5). Frente às concentrações testadas estimou-se a CC50 do Hiptenolídeo em 

61,78 µg/mL. 

 

 

4.2.3 Atividade citotóxica do Glucantime® frente a macrófagos peritoneais murinos 

 

A citotoxicidade do Glucantime® como droga de referência também foi avaliada, 

observou-se significante toxicidade a partir da concentração de 2500µg/mL (Gráfico 9), 

estimando uma CC50 de 9420 µg/mL com uma taxa de sobrevivência de 79,50% ± 3,07 

em relação ao controle. 
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Gráfico 6- Citotoxicidade do Glucantime
®
 frente a macrófagos peritoneais murinos. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Os macrófagos (1x10
6
 células/mL) foram incubados por 24h em estufa de CO2 a 

37ºC na presença de diferentes concentrações do Glucantime
®
 e posteriormente quantificados sob 

microscopia óptica na presença de azul de tripan. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de 

pelo menos três experimentos independentes realizados em duplicata.  *** P ≤0,001 (Significância em 

relação ao controle). 
 

 

4.3 Determinação do índice de seletividade das substâncias em estudo 

 

Partindo dos dados de inibição do crescimento e do ensaio de citotoxicidade 

frente à macrófagos peritoneais murinos, estimou-se a CI50 (concentração capaz de 

inibir 50% do crescimento) e CC50 (concentração citotóxica para 50% das células) de 

todas as substâncias testadas. O índice de seletividade é um indicativo in vitro se a 

substância tem atividade mais seletiva para o parasito (Leishmania) do que para a célula 

de mamífero, sendo determinado pela razão entre a CC50 e CI50 (Tabela 1).  
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Tabela 1 – Concentração inibitória de 50% do crescimento (IC50) de promastigotas de Leishmania 

amazonensis; Concentração citotóxica para 50% de macrófagos peritoneais murinos (CC50). Índice de 

Seletividade (CC50/CI50). 

 
 CI50 

(µg/mL) 

CC50 

(µg/mL) 

Índice de 

Seletividade 

(CC50/CI50) 

EtOH P.acuminatus  

 

35,58 

 

39,62 

 

1,11 

Justicidina B 

 

12,51 58,56 4,68 

EtOH H.macrostachys  

 

280,69 

 

121,36 

 

0,43 

Fase DCM 

H. macrostachys  

55,3 

 

40,45 

 

0,73 

Hiptenolídeo 22,67 61,78 2,72 

Glucantime
® 

 

23760 9420 0,39 

Anfotericina B
®
 0,13 __ __ 

Fonte: DIAS, C.N.S. Utilizou-se regressão de probit com intervalo de confiança de 95%.    
 

 

Diante dos resultados de CI50, CC50 e índice de seletividade (IS), acima 

apresentados, a molécula que demonstrou maior perspectiva em sua investigação quanto 

à atividade antileishmania foi a Justicidina B. Neste sentido, buscou-se avaliar possíveis 

mecanismos de ação dessa lignana sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, 

bem como, verificar uma possível ação sobre as formas amastigotas intracelulares. 

 

 

4.4 Análise na fragmentação do DNA em formas promastigotas tratadas com a 

lignana Justicidina B 

  

A análise da fragmentação do DNA nos permite uma melhor compreensão do 

processo de morte celular causado por uma substância leishmanicida. Portanto, para 

entender qual tipo de morte está associada ao tratamento com a lignana Justicidina B, 

formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram tratadas com essa lignana em 

diferentes concentrações. Em gel de agarose, avaliou-se o padrão de fragmentação do 

DNA destes parasitos após o tratamento com diferentes concentrações dessa lignana. 



DIAS, C. N. S.                                              Resultados 67 
 

 

A fragmentação do DNA de L. amazonensis, após o tratamento, está 

demonstrada na figura 15. Como controle positivo utilizou-se o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) a 4mM, visto que o tratamento com esta substância induz morte por apoptose 

(“apoptosis-like”) em promastigotas de L. donovani (DAS et al., 2001). Após o 

tratamento “overnight” com concentrações de CI50, 2x CI50 e 4x CI50 de Justicidina B 

sobre formas promastigotas de L. amazonensis observou-se que a maior concentração 

avaliada induziu a fragmentação do DNA desses parasitas semelhante ao observado no 

controle positivo (H2O2).  

 

Figura 15- DNA genômico de L. amazonensis tratados com diferentes concentrações de Justicidina B ou 

com H2O2 4mM, em gel de agarose (1%). 

 

  (M)           (1)     (2)            (3)                 (4)           (5) 

 

Fonte: DIAS, C.N.S. As formas promastigotas de L. amazonensis foram tratadas com diferentes 

concentrações Justicidina B ou com H2O2 4mM e submetidas a extração do DNA genômico. A 

eletroforese foi realizada em gel de agarose (1%), com corrida de 60V por 1h30m e o corante gel red (1: 

500) foi diluído na própria amostra (4µl). A análise foi feita sob luz UV. (M) marcador molecular 1 kb 

DNA (300pb -10000pb- Axygen). (1) controle negativo; (2) H2O2 4mM (controle positivo); Justicidina B 

nas concentrações de IC50 (3), 2x IC50 (4), 4x IC50 (5). 
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4.5. Padronização de infecção de macrófagos peritoneais murinos frente a 

amastigotas axênicas e promastigotas de L. amazonensis 

 

4.5.1 Transformação de promastigotas em amastigotas axênicas 

 

As amastigotas axênicas foram transformadas a partir de formas promastigotas 

em fase estacionária de crescimento conforme metodologia descrita no item 3.7.1. As 

amastigotas axênicas foram identificadas qualitativamente por microscopia óptica. 

Observou-se, na cultura, ausência de flagelos e formato arredondado das células, 

característico dessa forma como mostrado na figura 16. 

 

Figura 16- Fotomicrografia de formas amastigotas axênicas de Leishmania amazonensis. 

 

 

Fonte: DIAS, C.N.S. (A) Fotomicrografia de amastigotas axênicas de L. amazonensis em meio de cultura 

Schneider suplementado com 20% SBF pH 5,5. (B) Formas amastigotas axênicas coradas com coloração 

hematológica panótico rápido. 

 

 

4.5.2 Infecção de macrófagos peritoneais murinos 

 

 Os macrófagos peritoneais foram infectados com formas amastigotas axênicas e 

com formas promastigotas de L. amazonensis, em fase estacionária de crescimento (item 

3.7.3). O resultado da infecção, após 72 horas, como ilustrado qualitativamente pela 

figura 17, foi de 59,89% ± 1,21 de macrófagos infectados com amastigotas axênicas, 

enquanto que na infecção com as formas promastigotas, 91,48% ± 0,34 dos macrófagos 

permaneceram infectados (Gráfico 7). 
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Figura 17- Fotomicrografia de macrófagos peritoneais murinos infectados com L. amazonensis. 

 

Fonte: DIAS, C.N.S. (A) Macrófagos murinos infectados com formas amastigotas axênicas de L. 

amazonensis. (B) Macrófagos infectados com formas promastigotas de L. amazonensis. Ambas coradas 

com coloração hematológica panótico rápido (aumento 100x). 

 

 

 

Gráfico 7- Porcentagem de infecção de macrófagos infectados com amastigotas axênicas e promastigotas 

de L. amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Os macrófagos murinos foram infectados com amastigotas axênicas e promastigotas 

de L. amazonensis (razão 1:5) e incubados durante 72 horas, em estufa de 5% de CO2 a 34°C. O gráfico 

representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes realizados em duplicata. 

*** P ≤0,001 (Significância em relação ao controle).          

    

 Em relação ao parâmetro número de amastigotas por macrófago infectado, 

observou-se 2,13 ± 0,10 amastigotas por macrófago infectado, quando utilizou-se 

amastigotas axênicas. Contudo, quando os macrófagos foram infectados com formas 

promastigotas de L. amazonensis observou-se 8,9 ± 0,56 amastigotas por macrófago 

infectado, como demonstrado no gráfico 8 e ilustrado qualitativamente na figura 17.  
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Gráfico 8- Número de amastigotas por macrófago infectado com amastigotas axênicas e promastigotas de 

L. amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Os macrófagos murinos foram infectados com amastigotas axênicas e promastigotas 

de L. amazonensis (razão 1:5) e incubados durante 72 horas em estufa de 5% de CO2 a 34°C. O gráfico 

representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes realizados em duplicata. 

*P ≤0,05 (Significância em relação ao controle).          
 

 Tendo como parâmetro o índice de infecção, parâmetro que expressa: 

porcentagem da infecção por número de amastigotas em razão do número total de 

macrófagos, foi observado um maior índice de infecção com as formas promastigotas 

(750), quando comparado com a infecção com as amastigotas axênicas (76) (Gráfico 9). 

 

Gráfico 9- Índice de infecção de macrófagos infectados com amastigotas axênicas e promastigotas de L. 

amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Os macrófagos murinos foram infectados com amastigotas axênicas e promastigotas 

de L. amazonensis (razão 1:5) e incubados durante 72 horas, em estufa de 5% de CO2 a 34°C. O gráfico 

representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes realizados em duplicata. 

*** P ≤0,001 (Significância em relação ao controle).  
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Após a avaliação dos parâmetros de infecção, utilizando as duas formas do ciclo 

de vida de L. amazonensis, observou-se a permanência de macrófagos murinos 

infectados com ambas as formas utilizadas. Entretanto, conforme observado nos 

gráficos acima apresentados, as formas promastigotas foram mais eficazes do que as 

formas amastigotas axênicas na manutenção da infecção dos macrófagos peritoneais 

murinos. Diante desse resultado, optou-se neste trabalho, por utilizar o modelo de 

infecção in vitro com as formas promastigotas de L. amazonensis para os estudos 

posteriores.   

 

 

4.6. Macrófagos murinos infectados com L. amazonensis tratados com Justicidina 

B. 

 

Para a avaliação da atividade da Justicidina B sobre formas amastigotas 

intracelulares, macrófagos infectados com formas promastigotas de L. amazonensis 

foram tratados com diferentes concentrações dessa lignana. A atividade de Justicidina B 

frente à infecção de macrófagos peritoneais foi avaliada através dos seguintes critérios: 

porcentagem de macrófagos infectados, número de amastigotas/ macrófago infectado e 

índice de infecção. O índice de infecção foi determinado por: porcentagem de 

macrófagos infectados multiplicado pelo número de amastigotas por macrófagos totais. 

Após 72 horas de tratamento com a Justicidina B observou-se uma redução de 

macrófagos infectados nas duas maiores concentrações analisadas. O tratamento com 

10µg/mL foi capaz de diminuir a de infecção em 31,48%. De uma forma mais 

significante, o tratamento com 20 µg/mL após 72 horas de tratamento apresentou uma 

diminuição de 83% de macrófagos infectados (Gráfico10). A redução na infecção de 

macrófagos devido ao tratamento com a Justicidina B está ilustrada na figura 18.  
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Gráfico 10- Efeito da Justicidina B sobre a porcentagem de macrófagos infectados com formas 

promastigotas de L. amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações da Justicidina B 

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC. Posteriormente as células foram coradas e quantificadas sob 

microscopia óptica. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata * P ≤ 0,05; *** P ≤ 0,001. 
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Figura 18 - Macrófagos infectados com L. amazonensis e tratados com diferentes concentrações de 

Justicidina B. 
 

             

                                                           

                                   
Fonte: DIAS, C.N.S. (A, B e C) Fotomicrografia de macrófagos infectados com promastigotas de L. 

amazonensis. (D) macrófagos infectados com formas promastigotas de L. amazonensis após 72h de 

tratamento com 10µg/mL de Justicidina B. (E) macrófagos infectados com formas promastigotas de L. 

amazonensis após 72h de tratamento com 20µg/mL de Justicidina B. 

 

 

 

 

O segundo critério para avaliar a atividade antiamastigota da Justicidina B foi a 

quantificação do número de amastigotas por macrófago infectado. Houve diminuição 

nesse parâmetro após os dois tempos de tratamento com a lignana Justicidina B. 

 

Após 24 horas, observou-se redução de 47% do número de amastigotas por 

macrófago na concentração de 20 µg/mL, conforme demonstrado no gráfico 11. O 

tratamento por 72 horas resultou em uma diminuição ainda mais significante no número 

de amastigota por macrófago infectado, tanto no tratamento com 20 µg/mL (70%) 

quanto no tratamento com 10 µg/mL (50%), como representado no gráfico 14 e 

ilustrado qualitativamente na figura 18.   
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Gráfico 11- Efeito da Justicidina B sobre o número de amastigota por macrófago infectado com formas 

promastigotas de L. amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações da Justicidina B 

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC. Posteriormente as células foram coradas e quantificadas sob 

microscopia óptica. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata * P ≤ 0,05; *** P ≤ 0,001. 

 

 

 

No que diz respeito ao índice de infecção, quando os macrófagos foram tratados 

por 24horas com 20µg/mL da Justicidina B, houve uma diminuição de 85% em relação 

ao controle, como demonstrado no gráfico 15. Após 72horas de tratamento observou-se 

uma redução ainda maior do índice de infecção, sendo observada uma redução nas duas 

maiores concentrações avaliadas da Justicidina B. O tratamento com 10µg/mL resultou 

em diminuição de 68% em relação ao controle e o tratamento com 20µg/mL apresentou 

redução de 99% do índice de infecção, como demonstrado no gráfico 12.  
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Gráfico 12- Efeito da Justicidina B sobre o índice de infecção de macrófagos infectados com formas 

promastigotas de L. amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações da Justicidina B 

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC. Posteriormente as células foram coradas e quantificadas sob 

microscopia óptica. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata * P ≤ 0,05; ** P ≤ 0,01. 

 

 

 

Como droga de referência foi utilizada o Glucantime
®
, que não demonstrou 

nenhuma alteração da porcentagem de infecção nas concentrações avaliadas após 24 

horas de tratamento. Contudo, após 72 horas de tratamento, o Glucantime® foi capaz de 

diminuir significativamente a porcentagem de macrófagos infectados na maior 

concentração testada (300µg/mL), apresentando uma redução de 54,53% na infecção de 

macrófagos infectados (Gráfico 13).  
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Gráfico 13- Efeito Glucantime® sobre a porcentagem de macrófagos infectados com L. amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações da Glucantime ® 

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC. Posteriormente as células foram coradas e quantificadas sob 

microscopia óptica. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata ** P ≤ 0,01. 

 

 

Em relação ao número de amastigota por macrófago infectado, o Glucantime®
 

após 24h de tratamento não apresentou nenhum efeito. Somente após 72 horas de 

tratamento, as concentrações de 100µg/mL e 300µg/mL do Glucantime®
 foram capazes 

de reduzir em 42% e 53% respectivamente o número de amastigotas por macrófago 

infectado (Gráfico 14). 
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Gráfico 14- Efeito do Glucantime
®

 sobre o número de amastigota por macrófago infectado com formas 

promastigotas de L. amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações do Glucantime
®
  

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC. Posteriormente as células foram coradas e quantificadas sob 

microscopia óptica. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata * P ≤ 0,05. 

 

 

O tratamento com o Glucantime®
 não diminuiu o índice de infecção após 24 

horas de tratamento. Porém, após 72 horas de tratamento houve diminuição de 56% do 

índice de infecção quando os macrófagos foram tratados com 100 µg/mL de 

Glucantime® e redução de 79% quando os macrófagos foram tratados com 300 µg/mL 

(Gráfico 15).  
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Gráfico 15- Efeito do Glucantime
® 

sobre o índice de infecção de macrófagos infectados com formas 

promastigotas de L. amazonensis. 

 

C 5
0

1
0

0

3
0

0 C 5
0

1
0

0

3
0

0

0

50

100

150

200

250

Glucantime®

(g/ml)

Glucantime®

(g/ml)

72h

24h

**

*

*

Ín
d

ic
e
 d

e
 i

n
fe

c
ç
ã
o

 
Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações de Glucantime
® 

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC. Posteriormente as células foram coradas e quantificadas sob 

microscopia óptica. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata * P ≤ 0,05. 

 

 

Os valores do índice de infecção foram usados para determinar a concentração 

efetiva para diminuir 50% da infecção (CE50). Os resultados obtidos estão demonstrados 

na tabela 2. 

 

 

 

Tabela 2 – Concentração efetiva para diminuir 50% (CE50) da infecção após 24 horas e 72 horas de 

tratamento com Glucantime
®

 

 

                                     CE50  

                24horas                72horas 

Justicidina B 9,14 3,58 

 

Glucantime 
® 

ND* 163,49 

 
Fonte: DIAS, C.N.S. Os valores do índice de infecção foram usados para calcular a CE50 através da 

análise da regressão de probit pelo programa SPSS para Windows 8.0. ND – Não detectado. 
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4.7 - Análise da atividade imunomoduladora da Justicidina B sobre macrófagos 

infectados com Leishmania amazonensis. 

 

 

 Devido à diminuição da infecção de macrófagos tratados com Justicidina B, 

investigou-se se essa inibição poderia estar associada a uma possível atividade 

imunomoduladora provocada pela Justicidina B sobre macrófagos infectados com L. 

amazonensis. Para tanto, avaliou-se os níveis das citocinas, IL-12, IL-6 e IL-10, bem 

como de óxido nítrico no sobrenadante desses macrófagos.  

 

Os níveis de IL-12, mensurados a partir dos sobrenadantes de macrófagos 

infectados com L. amazonensis e tratados com a lignana Justicidina B, foram os 

mesmos dos macrófagos infectados não tratados com essa lignana, mostrando que não 

houve nenhuma alteração na síntese da citocina IL-12 após os tratamentos (Gráfico 16). 

 

 Os resultados obtidos demonstraram que não houve diferença significante na 

síntese de IL-6 por macrófagos infectados com L. amazonensis e tratados com 

diferentes concentrações de Justicidina B durante 24 horas e 72 horas, como 

demonstrado no gráfico 17.  

 

A análise dos níveis de IL-10 evidenciou uma diminuição na sua síntese por 

macrófagos infectados com L. amazonensis quando tratados com 10 e 20µg/mL após os 

dois períodos avaliados, 24horas e 72 horas de tratamento (Gráfico 18), mostrando que 

essa lignana inibe a síntese desta citocina nesse modelo de infecção. 
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Gráfico 16– Níveis da citocina IL-12 no sobrenadante de macrófagos murinos infectados com L. 

amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações de Justicidina B 

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC.  Foram mensurados os níveis de IL-12 através de ensaio 

imunoenzimático (ELISA). O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata. 
 

Gráfico 17- Níveis da citocina IL-6 no sobrenadante de macrófagos murinos infectados com L. 

amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações de Justicidina B 

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC.  Foram mensurados os níveis de IL-6 através de ensaio 

imunoenzimático (ELISA). O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata. 
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Gráfico 18– Níveis da citocina IL-10 no sobrenadante de macrófagos murinos infectados com L. 

amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (razão 

1:5) e incubados na ausência controle (C) ou presença de diferentes concentrações de Justicidina B 

durante 24 e 72h em estufa de CO2 a 34ºC.  Foram mensurados os níveis de IL-10 através de ensaio 

imunoenzimático (ELISA). O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em duplicata * P ≤ 0,05. 

 

 

 

Posteriormente foi investigado se a diminuição da infecção pelo tratamento com 

Justicidina B está correlacionado com um aumento na produção de NO. Macrófagos 

infectados e tratados com diferentes concentrações de Justicidina B por 24 horas, não 

demonstraram nenhuma alteração nos níveis de NO, quando comparados com o 

controle. Contudo, os níveis de NO presente nos sobrenadantes dos macrófagos 

infectados e tratados com Justicidina B ou LPS demonstram significante produção dessa 

molécula leishmanicida após 72 horas de tratamento nas duas maiores concentrações 

avaliadas. Quando comparados com o controle, que produziu 4,53 µM de nitrito, 

macrófagos tratados com 10µg/mL e 20 µg/mL de Justicidina B demonstraram aumento 

na produção de nitrito, produzindo 6,21 µM e 12 µM de nitrito respectivamente. O LPS, 

utilizado como controle positivo na produção de NO, produziu 14,30 µM (Gráfico 19). 
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Gráfico 19 – Níveis de nitrito produzido por macrófagos murinos infectados com L. amazonensis. 
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Fonte: DIAS, C.N.S. Macrófagos murinos infectados com L. amazonensis foram incubados em estufa de 

CO2 a 34°C na presença de diferentes concentrações de Justicidina B durante 24 e 72 horas, os 

sobrenadantes das culturas foram avaliados quanto à presença de nitrito utilizando o reagente de Griess. O 

gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes. * P ≤ 0,05; ** P ≤ 

0,01. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

 Os tratamentos clássicos das leishmanioses requerem a administração, 

geralmente via parenteral, de drogas tóxicas e pouco toleradas. Por isso, as drogas de 

escolha utilizadas no tratamento das leishmanioses tem seu uso restrito e cuidadoso 

devido aos fortes efeitos colaterais provocados. Os mais frequentemente relatados são: 

dor músculo esquelética, náuseas, vômitos, diarreia, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade 

(HEPBURN et al,. 1994; RODRIGUES et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2011). Além 

disso, no caso da leishmaniose cutânea difusa, provocada por L. amazonensis, ocorre 

resistência ao tratamento com as drogas disponíveis. Diante dessa problemática, há uma 

necessidade de se buscar novas drogas mais eficazes e menos tóxicas para o hospedeiro. 

Nesse contexto inserem-se os produtos naturais isolados de plantas como fonte 

compostos quimioterápicos com maior atividade e menos efeitos colaterais (TIUMAN 

et al., 2011).  

  

Na busca por drogas potencialmente ativas contra Leishmania sp., o grupo do 

Laboratório de Leishmanioses do Departamento de Biologia Molecular da Universidade 

Federal da Paraíba, tem buscado ao longo de alguns anos investigar atividades de 

algumas substâncias com atividade antileishmania, especialmente lignanas e 

neolignanas (MONTE-NETO et al., 2007; CALDAS, 2010; NÉRIS et al., 2013). Neste 

trabalho buscou-se investigar a atividade antileishmania de substâncias derivadas de 

duas espécies de plantas, Hyptis macrostachys e Phyllanthus acuminatus, com o intuito 

de encontrar substâncias promissoras para o tratamento das leishmanioses. 

 

Nos experimentos realizados observou-se que Extrato EtOH e a fase DCM 

obtidos de Hyptis macrostachys, bem como o Hiptenolideo, uma nova α-pirona isolada 

a partir da fase DCM, apresentaram significante atividade antileishmania sobre formas 

promastigotas de L. amazonensis inibindo seu  crescimento in vitro, demonstrando CI50 

de 280,69 µg/mL para EtOH, 55, 3 µg/mL para a fase DCM e 22,67 µg/mL para o 

Hiptenolideo. Dessa forma, houve um aumento da atividade antileishmania à medida 

que se processou a purificação das amostras, comparando-se as três amostras avaliadas, 

o Hiptenolideo em relação à fase DCM, e a fase DCM em relação ao Extrato EtOH de 

H. macrostachys. 
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Além dos resultados apresentados neste trabalho, até o momento, nenhuma 

atividade antileishmania foi descrita na literatura para H. macrostachys. Foi observado, 

para o Extrato EtOH dessa espécie de planta (SOUZA et al., 2013), bem como para a 

pirona  Hiptenolideo, uma atividade espasmolítica quando testadas em íleo de cobaia 

(COSTA et al., 2014). Outras espécies do gênero Hyptis também têm sido relatadas 

como responsáveis por importantes atividades biológicas, inclusive atividade 

antileishmania (FALCÃO, MENEZES, 2003; CÉLINE et al., 2009; PICKING et al., 

2013; LIMA et al., 2013). Céline e colaboradores (2009) demonstraram que o Extrato 

EtOH de Hyptis lacustris apresenta atividade antileishmania contra formas amastigotas 

axênicas de L. amazonensis apresentando uma CI50 10 µg/mL. Em relação as pironas, a 

qual pertence o Hiptenolideo, há poucos relatos de atividade antileishmania. Sabe-se 

que duas ɣ pironas avaliadas contra formas promastigotas e amastigotas intracelulares 

de L. donovani demonstraram valores de IC50 de 3,76 µg/mL e 8,59 µg/mL 

respectivamente (KAYSER et al., 2003). Apesar de escassos estudos que investigam a 

atividade antileishmania, os dados obtidos nesse estudo reforçam a potencialidade 

antileishmania das pironas.   

 

Nos ensaios para investigar a citotoxicidade de H. macrostachys para 

macrófagos murinos de camundongos suíços utilizou-se o método de exclusão do 

corante vital azul de tripan. Esse método é bastante sensível na avaliação da 

citotoxicidade e baseia-se no princípio de que as células vivas possuem membranas 

celulares intactas capazes de excluir certos corantes, como o azul de tripan (STROBER, 

1997). Monte Neto e colaboradores (2008) avaliando a citotoxicidade da lignana 

Iangambina, por dois métodos distintos, observou que existe uma maior sensibilidade 

utilizando o método de exclusão pelo azul de tripan em relação ao método de redução 

do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolium brometo]. 

 

Em relação à citoxicidade do extrato EtOH, frente à macrófagos peritoneais 

murinos, observou-se significante citoxicidade a partir da concentração de 100µg/mL, 

concentração que não foi  suficiente para inibir  o crescimento das formas promastigotas 

de L. amazonensis. A fase DCM, apresentou-se citotóxica a partir da concentração de 

50µg/mL. Esses resultados demonstram índices de seletividade abaixo de 1,0 para 

ambas as substâncias, sugerindo uma toxicidade maior para células de mamíferos do 

que para o parasita. O Hiptenolideo mostrou-se citotóxico quando os macrófagos foram 
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tratados com concentrações a partir de 50µg/mL, porém sua atividade antileishmania foi 

demonstrada a partir da concentração de 10 µg/mL. Dessa forma, demostrou ser mais 

tóxica para células de Leishmania que para células de mamíferos, porém ainda com um 

baixo índice de seletividade (2,72). 

 

Alguns estudos demonstram que a avaliação da citotoxicidade in vitro em 

células de mamíferos (EVANS et al., 2001), especialmente para linhagem 

granulocítica/monocítica (CFU-GM), da qual derivam-se os macrófagos, poderia ajudar 

a refinar a previsibilidade da toxicidade aguda de uma determinada substância, em 

relação a quanto ela pode afetar o sistema hematopoiético mielóide e estimar a 

toxicidade aguda in vivo (CERRATO et al., 2009). Portanto, diante dos resultados 

observados neste estudo, as substâncias avaliadas acima não possuem características 

que as classifiquem como moléculas promissoras no tratamento da leishmaniose 

humana.  

 

Outra espécie de planta estudado neste trabalho foi P. acuminatus, da qual foi 

avaliada a atividade antileishmania do Extrato EtOH etanólico e da lignana Justicidina 

B. Essa lignana já foi também isolada de  outras espécies de plantas, dentre elas Justicia 

pectoralis, Phyllanthus piscatorium, Linum austriacum, Linum perene, Linum lewisii, 

Linum altaicum e Justicia procumbens (JOSEPH et al., 1988; GERTSCH et al., 2003; 

SCHMIDT ET AL., 2007; MOHAGHEGHZADEH et al., 2002; KONUKLUGIL et al., 

2007; VASILEV; IONKOVA, 2005; LUO et al., 2014). O isolamento da Justicidina B 

utilizada neste trabalho foi feito a partir da espécie Phyllanthus acuminatus, o que 

possibilita uma nova alternativa na obtenção dessa lignana, bem como seu isolamento 

em quantidade suficiente para realização de ensaios biológicos. O isolamento a partir 

dessa espécie garante um rendimento de 3.36% (DUARTE, 2013). 

 

Os primeiros ensaios de atividade do extrato EtOH de P. acuminatus e da 

lignana Justicidina B sobre Leishmania amazonensis demonstraram uma significativa 

atividade antileishmania.  A atividade da Justicidina B foi considerada leishmaniostática 

e leishmanicida, pois, além de inibir o crescimento dos parasitos, em maiores 

concentrações causou morte celular. Outras lignanas e neolignanas já têm sido descritas 

por possuírem atividade antileishmania (BARATA et al., 2000; AVENIENTE  et al., 

2007; MONTE-NETO et al., 2007; CHOWDHURY et al., 2012; NÉRIS et al., 2013; 
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SAHA et al., 2013). A lignana Nirantina isolada de Phyllanthus amarus possui 

atividade antileishmania contra formas promastigotas, causando eventos apoptóticos, e 

inibindo crescimento de formas amastigotas intracelulares (CHOWDHURY et al., 

2012). As neolignanas Surimensina (isolada de Virola surinamensis) e 3,4,5-trimetoxi-

8-[3´,5´-dimetoxi-4´-(E)-propenilfenoxi]-fenilpropano (isolada de Virola pavonis), além 

de sete análogos sintéticos, foram ativas contra formas promastigotas de L. donovani 

(BARATA et al., 2000). 

O grupo de pesquisa do Laboratório de leishmanioses DBM/UFPB investigou 

atividade da lignana Iangambina, a qual demonstrou atividade antileishmania inibindo o 

crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi (MONTE-NETO 

et al., 2007). As neolignanas Burchelina e Grandisina apresentaram atividade 

antileishmania quando testadas contra formas promastigotas de L. amazonensis e L. 

chagasi (CALDAS, 2010). De forma semelhante, a neolignana Licarina A possui 

atividade antileishmania contra formas promastigotas de L. major induzindo a 

fragmentação do DNA, tipicamente observado em morte causada por apoptose, bem 

como, mostrou-se ativa contra formas amastigotas intracelulares (NÉRIS et al., 2013).  

 

Até o momento não existem publicações científicas que relatem atividade 

antileishmania da lignana Justicidina B. Entretanto há registros na literatura das diversas 

atividades biológicas desempenhadas pela Justicidina B. Vasilev e colaboradores (2006) 

demonstraram pela primeira vez que a Justicidina B causou eventos apoptóticos em 

células de linhagem leucêmica linfóide crônica (SKW -3) quando tratadas com 0,25 e 

0,5 µM, e também inibiu proliferação de células malignas de forma semelhante à droga 

de referência etoposídeo. Justicidina B também induz apoptose em linhagens de células 

leucêmicas humanas (K562) dependente da ativação da via das caspases (LUO et al., 

2014). Além das atividades descritas acima, a Justicidina B também demonstrou 

atividade contra protozoários da mesma família do gênero Leishmania 

(Trypanosomatidae), inibindo formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei rhodense 

e Trypanosoma cruzi resultando em CI50 de 0,2µg/mL e 2,6µg/mL respectivamente 

(GERTSCH et al., 2003). 

 

Além da atividade antileishmania também se investigou a citotoxicidade do 

extrato EtOH de P. acuminatus e da Justicidina B frente a macrófagos murinos. O 
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índice de seletividade para as duas substâncias foi determinado e observou-se que o 

EtOH de Phyllantus acuminatus  é igualmente citotóxica para o parasita e para a célula 

de mamífero. Dessa forma, o extrato EtOH não se qualifica como uma amostra alvo de 

investigações dessa atividade antileishmania. Por outro lado, a lignana Justicidina B 

demonstrou uma maior toxicidade para a célula do parasito do que para a célula de 

mamífero, gerando um índice de seletividade de 4, 68.  Com base nesses resultados, a 

lignana Justicidina B foi a molécula de escolha neste trabalho para aprofundar a 

investigação da sua atividade antileishmania.  

 

As drogas de referência utilizadas nos testes de atividade antileishmania foram o 

Glucantime
®
 e a Anfotericina B

®
. Nos ensaios de atividade antileishmania contra 

formas promastigotas de L. amazonensis, a Justicidina B apresentou-se mais eficaz do 

que o Glucantime
®
, que só apresentou atividade contra formas promastigotas em altas 

concentrações. Ação já esperada, pois existem relatos na literatura documentando que as 

formas promastigotas são pouco sensíveis ao Glucantime
®
 (OUELLETTE et al., 2004; 

CROFT et al., 2006). Já em comparação com a Anfotericina B
®
, a lignana Justicidina B 

mostrou-se menos eficaz. A Anfotericina B
®
 foi capaz de inibir o crescimento de 

formas promastigotas em concentrações de 0,1µg/mL. Os resultados obtidos neste 

trabalho confirmam os dados encontrados na literatura para a sensibilidade de formas 

promastigotas à Anfotericina B
®
 (SAHA et al., 1986; ESCOBAR et al., 2002). O 

Glucantime
®
 foi a droga de referência utilizada na avaliação da citotoxicidade frente a 

macrófagos murinos, o qual apresentou CC50 de 9420 µg/mL, resultando-se em um 

Índice de Seletividade de 0,39, demonstrando que o mesmo é mais tóxico para as 

células de mamífero do que para o parasita. 

 

Com intuito de investigar possíveis mecanismos de ação relacionados à 

atividade antipromastigota da Justicidina B, investigou-se se essa lignana em diferentes 

concentrações estaria causando morte por apoptose em formas promastigotas de L. 

amazonensis. Sabe-se que a exposição à 4mM de H2O2 é responsável por causar morte 

por apoptose em formas promastigotas de Leishmania donovani.  Condensação nuclear 

e perda do volume celular são características apresentadas nesse tratamento (DAS, et 

al., 2001). A fragmentação demonstrada pela Justicidina B foi semelhante à 

fragmentação observada no controle (H2O2) em todas as concentrações avaliadas, 

especialmente quando as formas promastigotas foram tratadas com 4x IC50 da 
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Justicidina B. Dessa forma, pode-se inferir que o mecanismo de morte provocado pela 

Justicidina B pode ser o mesmo provocado pelo H2O2.  

 

O sucesso no desenvolvimento das formas amastigotas axênicas é relevante, 

especialmente, pela dificuldade nessa conversão e por permitir o estudo dessa forma do 

ciclo de vida do parasita (SAAR et.al., 1998). A transformação de formas promastigotas 

em formas amastigotas axênicas in vitro foi satisfatória pela metodologia utilizada 

(HODGKINSON et al., 1996), tendo eficácia comprovada pela infectividade e 

manutenção da infecção em macrófagos após 72horas da infecção. Contudo, a infecção 

com formas promastigotas foi escolhida para a continuação dos ensaios de infecção por 

apresentar um melhor índice de infecção quando comparado ao índice de infecção 

apresentado pelas formas amastigotas axênicas. 

 

 Em relação à atividade da Justicidina B sobre macrófagos murinos infectados 

com formas promastigotas de L. amazonensis, observou-se uma diminuição da 

porcentagem de macrófagos infectados com os tratamentos com essa lignana, bem 

como, diminuição do número de amastigotas por macrófago infectado. A diminuição 

desses dois parâmetros avaliados refletiu em uma diminuição considerável do índice de 

infecção dos macrófagos tratados com a Justicidina B em relação aos macrófagos não 

tratados (controle). Também foi avaliada a atividade da droga de referência 

Glucantime
®
 sobre formas amastigotas intracelulares. Após o tratamento dos 

macrófagos peritoneais com essa droga observou-se uma atividade antiamastigota maior 

do que a atividade observada para as formas promastigotas. Esse resultado que confirma 

dados descritos na literatura, nos quais o Glucantime
®
 atuaria como uma pró-droga que, 

só teria atividade contra Leishmania ao entrar na célula hospedeira, atravessar a 

membrana fagolisossomal e atuar contra amastigotas intracelulares (OUELLETTE et 

al., 2004). Contudo, foi observado que a Justicidina B apresentou uma maior atividade 

para as formas amastigotas intracelulares do que o Glucantime
®
. 

 

Para avaliar se atividade antiamastigota da Justicidina B sobre L. amazonensis 

poderia estar relacionada a uma atividade imunomoduladora desempenhada por essa 

molécula sobre macrófagos peritoneais murinos, investigou-se se a Justicidina B estaria 

modulando a produção das citocinas IL-12, IL-6 e IL-10, bem como a produção da 

molécula leishmanicida NO. 
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A citocina IL-12, uma molécula pró-inflamatória, é produzida por diferentes 

tipos celulares, como células NK, macrófagos e células polimorfonucleares. Em modelo 

murino infectado com L. major essa citocina está envolvida em uma resposta imune do 

tipo Th1, relacionados a um perfil de resistência a infecção (GUMY et al., 2004). Essa 

citocina é responsável por ativação de macrófagos, pois a IL-12 está envolvida na 

produção de INF-ɣ, o que leva a produção de NO e espécies reativas de oxigênio (ROS) 

em macrófagos, levando a uma proteção contra Leishmania (AWASTHI  et al., 2004). 

Também em modelo murino é relatada uma significativa diminuição de IL-12 na 

presença de infecção causada por L. amazonensis, o que poderia ser correlacionado com 

a suscetibilidade a esta infecção (revisado por PEREIRA; ALVES, 2008). No presente 

trabalho, os níveis de IL-12 não se mostraram alterados na presença do tratamento com 

a lignana Justicidina B quando comparados com os níveis produzidos pelo controle, 

demonstrando que o mecanismo que envolve a diminuição da infecção em macrófagos 

infectados com L. amazonensis não está relacionando com essa citocina.  

 

Interleucina -6 (IL-6) é uma citocina produzida por diferentes tipos celulares, 

dentre eles, macrófagos, células dendríticas e Linfócitos T e B (DIEHL; RINCÓN, 

2002). É relatado que a presença da IL-6 promove uma diferenciação do tipo Th2 

(MUNEGOWDA, et al., 2012), bloqueia diretamente a via de sinalização de INF-γ, e 

dessa forma, impede a formação uma resposta Th1. Enquanto a diferenciação para Th2 

por IL-6 é dependente da produção de IL-4, a inibição do fenótipo Th1 por IL-6 

independe da citocina IL-4 (DIEHL; RINCÓN, 2002).  

 

 Em modelo in vivo de leishmaniose experimental, IL-6 apresenta divergências 

quanto ao seu papel, algumas vezes relacionada a respostas de susceptibilidade 

(MOSKOWITZ et al., 1997; MURRAY, 2008) e outras essa correlação não é observada 

(TITUS et al., 2001). Estudos demonstram que a citocina IL-6 pode agir como um 

regulador negativo da imunidade leishmanicida, já que camundongos BALB/c 

“knockout” para IL-6 exibem maior resistência à infecção por L. major, dessa forma IL-

6 desempenha um papel negativo no controle da infecção (MOSKOWITZ et al., 1997). 

Também observou-se que IL-6 é capaz de inibir atividade leishmanicida de macrófagos 

in vitro por mecanismos dependentes de oxigênio. Observou-se que a IL-6 interfere na 

atividade leishmanicida induzida por IFN-γ e TNF-α, visto que macrófagos pré tratados 
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com IL-6 e infectados com Leishmania amazonensis não apresentaram atividade 

leishmanicida quando estimulados com IFN-γ e TNF-α (HATZIGEORGIOU et al., 

1993). Por outro lado, em modelo murino utilizando camundongos Balb/c infectados 

com L. major, observou-se que não houve diferença no curso da infecção quando 

utilizou-se camundongos “knockout” para IL-6 quando comparados a camundongos 

selvagens (TITUS et al., 2001). Também foi observada a produção da citocina IL-6 na 

infecção de macrófagos peritoneais murinos de camundongos C57/BL6, conhecidos por 

apresentar resistência à infecção por Leishmania major (FILARDY et al., 2014). A 

Justicidina B não foi capaz de alterar a síntese de IL-6 por macrófagos infectados com 

L. amazonensis e tratados in vitro com diferentes concentrações dessa lignana.  Esses 

resultados mostram que a atividade antiamastigota para L. amazonensis da Justicidina 

B, observada no presente estudo, não está correlacionada com a síntese de IL-6. 

 

A importância da citocina IL-10, uma citocina anti-inflamatória secretada por 

macrófagos, células dendríticas e linfócitos T, está comumente relacionada à 

suscetibilidade na infecção por Leishmania sp. em modelos de leishmaniose 

experimental (AWASTHI et al., 2004). Estudos demonstram o envolvimento de IL-10 

com a inibição da resposta Th1 durante a fase aguda da infecção por L. amazonensis em 

modelo murino (JONES et al., 2002).  

 

Experimentos com camundongos BALB/c deficientes em IL-10 demonstraram 

que esses animais embora não capazes de conter a infecção por L. amazonensis 

apresentaram um aumento na produção de NO e expressão de RNAm de IL-12p40 e IL-

12Rβ2, quando comparados com camundongos selvagens (PADIGEL et al., 2003). 

Também foi demonstrado que após o tratamento com anticorpos anti-IL-4, 

camundongos deficientes em IL-10 controlaram eficazmente a infecção e diminuíram a 

carga parasitária nas lesões, mostrando que IL-10 juntamente com IL-4 modulam a 

suscetibilidade à infecção por inibir o desenvolvimento de uma resposta Th1 (SACKS; 

ANDERSON, 2004). Portanto, no presente estudo, foi observado que a diminuição do 

índice de infecção dos macrófagos infectados com L. amazonensis, após o tratamento 

com a lignana Justicidina B, está relacionada a uma atividade imunomoduladora da 

Justicidina B associada à diminuição dos níveis dessa citocina. A IL-10 tem sido 

conhecida por suprimir a expressão de iNOS e reduzir a produção de NO em vários 
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tipos celulares (BECHEREL  et al., 1995; EYLER et al, 1997). Huang e colaboradores 

(2002) observaram que IL-10 inibe a formação de NO em macrófagos estimulados com 

LPS devido a diminuição da expressão da iNOS. A diminuição na síntese de IL-10 

observada, no presente trabalho, pode estar associada a expressão da iNOS desses 

macrófagos levando a produção da molécula leishmanicida NO. 

 

Sabe-se que a produção de óxido nítrico (NO) é crítica na defesa contra 

patógenos intracelulares, dessa forma, na infecção por Leishmania sp.  atuando como 

um agente leishmanicida (OLEKHNOVITC et al., 2014). Neste trabalho foi possível 

observar que a análise dos sobrenadantes dos macrófagos infectados com L. 

amazonensis e tratados com 10 e 20µg/mL da Justicidina B após 72h de tratamento com 

essa lignana induziu um aumento da síntese de NO de forma semelhante aos 

macrófagos tratados com LPS. É documentado que o lipopolissacarídeo (LPS), uma 

endotoxina de bactérias gram-negativas, leva a uma série de respostas em macrófagos, 

inclusive a estimulação da produção de NO (HIKOSAKA et. al., 2006). Portanto, no 

presente trabalho, pode-se inferir que o efeito antiamastigota da Justicidina B é devido a 

uma diminuição da síntese de IL-10, que por sua vez, permitirá em uma maior 

expressão de iNOS e consequentemente uma maior síntese de NO, sendo esse o 

responsável pela redução da infecção de macrófagos com L. amazonensis.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÕES 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

O extrato etanólico, a fase diclorometano, o Hiptenolideo isolados de Hyptis 

macrostachys, bem como o extrato etanólico de Phyllantus acuminatus apresentaram 

atividade antileishmania contra formas promastigotas de L. amazonensis, porém essas 

substâncias apresentaram baixo índice de seletividade. A lignana Justicidina B 

apresentou atividade antileishmania (leishmaniostática e leishmanicida) sobre formas 

promastigotas de Leishmania amazonensis apresentando uma menor citotoxicidade para 

macrófagos peritoneais murinos. Observou-se que a Justicidina B foi capaz de 

fragmentar o DNA de formas promastigotas de L. amazonensis de maneira semelhante 

ao H2O2, conhecido por induzir apoptose em Leishmania spp. 

 

Verificou-se que a lignana Justicidina B possui atividade antiamastigota in vitro 

no modelo de infecção macrófagos murinos com L. amazonensis, observados através da 

redução da porcentagem de macrófagos infectados, do número de amastigotas por 

macrófago infectado e do índice de infecção. Essa resultado  foi correlacionado com 

uma atividade imunomoduladora dessa lignana, associada à diminuição nos níveis de 

interleucina (IL)-10, e a um aumento nos níveis de óxido nítrico (NO). Pode-se concluir 

que a lignana Justicidina B possui uma significativa atividade antipromastigota e 

antiamastigota e apresenta propriedades imunomodulatórias em modelos de infecção in 

vitro. 
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