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RESUMO

O presente trabalho consistiu no estudo das folhas da espécie vegetal Calophyllum brasiliense
Cambess (Clusiaceae), conhecida como guanandi e utilizada popularmente para o tratamento
de reumatismo, varicoses, hemorréidas e ulceras cronicas, e sua atividade bioldgica sobre
Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis. O estudo fitoquimico incluiu o processo
de extragdo e fracionamento biomonitorado por métodos cromatograficos até isolamento das
substancias F1.12 e F7.53. Estas substancias foram identificadas através de andlises espectrais
de massas, RMN 'H, '*C, DEPT, COSY, HMQC e por comparacdo com os dados da literatura
como sendo uma cumarina denominada (-) mammea A/BB ¢ um biflavonoide denominado
amentoflavona. Também foi realizada a caracterizagdo do extrato bruto residual das folhas por
CLAE-EM. Os experimentos da atividade bioldgica avaliaram o efeito dos extratos brutos,
fracdes e das substancias purificadas no crescimento das formas promastigotas de L.
braziliensis e das formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Assim verificou-se
um aumento gradativo do efeito antileishmania com o processo de purificagdo, onde a
concentragdo de 60 pug/mL do extrato bruto apresentou uma inibicdo de aproximadamente
50% no crescimento das formas promastigotas de L. braziliensis enquanto a substancia (-)
mammea A/BB inibiu 50% do crescimento com 23,2 pg/mL. Frente as formas promastigotas
de L. amazonensis o extrato bruto inibiu 50% do crescimento com 40 pg/mL e a substancia (-)
mammea A/BB inibiu 50% do crescimento com 3,0 wg/mL e frente as formas amastigotas o
extrato bruto apresentou inibi¢do de 50% do crescimento com 3,69 ug/mL e a substancia (-)
mammea A/BB inibiu 50% do crescimento com 0,88 pg/mL. Estudos de citotoxicidade foram
realizados ¢ a concentragdo toxica da substincia (-) mammea A/BB frente a cultura de
macrofagos J774G8 foi bem maior do que aquela apresentada para os protozoarios,

apresentando indice de seletividade de 8,6 para as formas promastigotas e 29,3 para as formas



amastigotas, mostrando que esta substancia apresenta importante atividade antileishmania e €
pouco toxica para os macrofagos. A analise da ultraestrutura das formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com 3,0 pg/mL da substincia (-) mammea A/BB por microscopia
eletrénica de transmissdo apresentou significantes alteragdes ultraestruturais como o
aparecimento de células binucleadas, multipla vacuolizagdo citoplasmatica, intensa atividade
exocitica na regido da bolsa flagelar e aumento no volume da mitocondria com a presenca de

membranas concéntricas na matriz mitocondrial.

Palavras chaves: Calophyllum brasiliense, Clusiaceae, cumarina, Leishmania braziliensis,

Leishmania amazonensis, citotoxicidade, ultraestrutura.



ABSTRACT

The present work consisted in the study from the leaves of herbal specie
Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae), known as guanandi and popularly used for
treatment of reumatism, varicosity, hemorrhoids and chronic ulceration, and its biological
activity on Leishmania braziliensis and Leishmania amazonensis. The phytochemical study
included the extraction process and bioassay-guided fractionation through chromatographic
method until isolation of the compounds F1.12 and F7.53. This compound were identified
through spectral analyses of mass, RMN 'H, °C, DEPT, COSY, HMQC and by comparison
with literature data as being a coumarin denominated (-) mammea A/BB and a biflavonoid
denominated amentoflavone. Also, the residue crude extract of the leaves was characterized
by HPLC-MS. The experiments of biological activity evaluted the effect of the crude extracts,
fractions and of the purified compound in the growth of promastigote forms from L.
braziliensis and of promastigote and amastigote forms from L. amazonensis. Therefore, a
progressive increase of the anti-leishmanial effect was verified in the course of the
purification process, where the concentration of 60 pug/mL of the crude extract showed an
inhibition of approximately 50% in the growth of promastigote forms of L. braziliensis while
the isolated compound (-) mammea A/BB inhibited 50% of the growth with 23,2 pg/mL.
Against the promastigote forms of L. amazonensis the crude extract inhibited 50% of the
growth with 40 pg/mL and the compound (-) mammmea A/BB inhibited 50% of the growth
with 3,0 ug/mL and the amastigote forms the crude extract showed inhibition of 50% of the
growth with 3,69 pg/mL and the compound (-) mammea A/BB inhibited 50% of th growth
with 0,88 pg/mL. Citotoxicity studies were carried out and toxic concentration of the

compound (-) mammea A/BB against J774G8 culture macrophages was much larger than

those presented for the protozoa, it showing seletivity index of 8,6 to the ptromastigote forms
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and 29,3 to fhe amastigote forms, it showing that the compound shows important anti-
leishmania activity and it is a little toxic to macrophages. The ultrastructural analysis of the
promastigotes forms of L. amazonensis treated with 3,0 pg/mL of the compound (-) mammea
A/BB through transmission electron microscopy showed significant ultrastructural changes
like the binucleate cells, multiple cytoplasmic vacuolization, intense exocytic activity in the
region of the flagellar pocket and swelling of the mitochondria with the concentric

membranes in mitochondrial matrix.

Keywords: Calophyllum brasiliense, Clusiaceae, coumarin, L. braziliensis, L. amazonensis,

cytotoxicity, ultrastructure.
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1 INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS

A utilizagdo de produtos naturais na terapéutica ¢ tdo antigo quanto a civilizacdo
humana. Até meados do século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos por plantas e
extratos vegetais, como demonstrado pelas farmacopéias da época, ou seja, naquela época as
plantas medicinais e seus extrativos constituiam a maioria dos medicamentos. (SCHENKEL
et al., 2003).

Ap6s séculos de uso empirico de preparacdes a base de ervas, a partir do século XIX,
houve o interesse pelo isolamento dos principios ativos, iniciando uma nova era da pesquisa
moderna envolvendo plantas medicinais (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). E
importante ressaltar que, em muitas situagdes, a descoberta da atividade bioldgica destas
substancias ndo representou somente o surgimento de um novo grupo de substancias, mas deu
origem a uma nova possibilidade de terapéutica (SCHENKEL et al., 2003).

Ao longo dos anos, o homem busca a cura de algumas doengas, como AIDS, céncer,
doengas tropicais e infecgdes por microorganismos. Nestas buscas 0 homem tem encontrado
nos produtos naturais uma fonte promissora de substancias Uteis, que sdo muito importantes
na terapé€utica, pois existem compostos isolados de plantas com agdes farmacologicas diversas
e que funcionam como prototipos ou modelos para o desenvolvimento de medicamentos, por
exemplo, a atropina (anticolinérgico) isolado da Atropa belladona, digoxina (glicosideo
cardiaco) da Digitalis purpurea, morfina (analgésico narcético) da Papaver sominiferum,
pilocarpina (anti-glaucomatoso) do Pilocarpus jaborandi, reserpina (anti-hipertensivo) da
Ruvolfia spp. e a tubocurarina (bloqueador neuromuscular) da Chondrodendron tomentosum

(SCHENKEL et al., 2003). No entanto, um significante nimero de drogas sintéticas ¢ obtido
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de precursores naturais (RATES, 2001). A terapéutica moderna composta de grande numero
de medicamentos com agdes especificas sobre receptores, enzimas e canais i6nicos, ndo seria
tao desenvolvida se ndo fosse a pesquisa de produtos naturais (CALIXTO, 2001).

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais aspectos a
serem observados consiste nas informacdes da medicina popular, pois a probabilidade de se
encontrar atividade bioldgica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular ¢ maior
em relagdo as plantas escolhidas ao acaso (ELISABETSKY, 2003; RATES, 2001).

O potencial farmacoterapéutico das plantas medicinais ainda ¢ pouco explorado, pois,
existe uma biodiversidade enorme de espécies vegetais. Dentre 250-500 mil espécies
estimadas apenas uma pequena porcentagem tem sido pesquisada fitoquimicamente e em
ensaios biolégicos e farmacologicos (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991; RATES,
2001). Assim torna-se necessario o desenvolvimento da pesquisa cientifica a fim de elucidar,
comprovar e racionalizar o uso de plantas medicinais e seus derivados (ALBIERO, 1994).

A importancia da fitoquimica ¢ evidenciada ao considerar-se a grande riqueza vegetal
ainda sem estudo e as possibilidades para o desenvolvimento de novos e potentes
medicamentos. Ja que as plantas medicinais sdo uma das maiores fontes para a descoberta de
novas substancias quimicas, com potencial atividade terapéutica e farmacologica.

Tem se buscado nos produtos naturais a cura para as infec¢des tropicais e para as
doengas cronicas, ja que as medicagOes atuais provocam sérios efeitos adversos € uma
avaliacdo cientifica dos produtos naturais pode levar ao descobrimento de drogas mais
seguras, de menor custo e menos toxicas do que os medicamentos existentes (EDITORIAL,
1994).

Algumas vezes a investigagdo bioldgica ¢ realizada somente com o extrato bruto da
droga vegetal, sem uma preocupagdo adicional em pesquisar a atividade de diferentes extratos

da mesma droga vegetal ou mesmo isolar os principios ativos. No entanto, a cada dia, um
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numero maior de pesquisadores brasileiros estd mostrando interesse em pesquisar as plantas
medicinais mais profundamente. Além disso, em alguns estados brasileiros, alguns projetos
governamentais estdo introduzindo o uso de fitoterapicos nos servicos de saude publica
mostrando o valor da medicina popular (BRITO; BRITO, 1993). A Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) tem recomendado constantemente a adocdo de plantas medicinais nos
programas de atencgdo primdria de saude, como forma de diminuir os custos dos programas de
saude publica nos paises subdesenvolvidos e naqueles em desenvolvimento (MATOS, 1997).

Os fitoterapicos sao bem aceitos pela populagdo e o custo para o desenvolvimento
destes sdo menores se comparado aos medicamentos sintéticos (CALIXTO, 2001). Quando
prescritos adequadamente, a seguranca dos fitoterapicos ¢ alta. Portanto ¢ aceitavel que os
medicamentos a base de plantas medicinais de uso popular apresentam ampla margem de
seguranga (ELVIN-LEWIS, 2001). Embora a populacdo acredite que os fitoterapicos por
serem produtos de origem natural, sejam seguros ¢ ndo possuam efeitos colaterias, estudos
clinicos t€ém mostrado o contrario. Atualmente, sabe-se que muitas plantas contém
constituintes extremamente toxicos, por exemplo digitalicos, alcaldides pirrozilidinicos e
ésteres de forbol (CALIXTO, 2001). Algumas reagdes adversas devido ao uso de plantas
medicinais tem sido reportadas, como: reagdes de hipersensibilidade, anemia, diarréia cronica,
nefropatias, colite e hepatite aguda (ERNST, 1998). Portanto o uso popular, € mesmo o
tradicional, ndo s3o suficientes para validar eticamente as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros (LAPA et al., 2001).

Desta forma, assim como os produtos farmacéuticos as plantas medicinais possuem
dose farmacolodgica e dose toxica. No entanto, existem poucos relatos de efeitos adversos de
plantas e interagdes farmacologicas entre plantas e produtos farmacéuticos (FUGH-

BERMAN, 2000).
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Muitos estudos tem mostrado que os produtos naturais representam uma fonte de
moléculas para a descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos (SHU, 1998). Muitos
produtos de origem natural tem sido utilizados na sintese de moléculas complexas de interesse
farmacologico e principalmente como fonte de protdtipos para o desenvolvimento de novos
farmacos biologicamente ativos (EDITORIAL, 1994; ROBBERS et al., 1997).

Dados da literatura indicam que em relagdo ao mercado mundial, cerca de 80% das
pessoas utilizam plantas para tratamento de suas enfermidades, sendo que a maioria da
populacdo de baixa renda recorre as plantas medicinais como Unica fonte terapéutica.
(CHECHINEL FILHO et al., 1998; CALIXTO, 2001). No Brasil, 20% da populagdo ¢
responsavel por 63% do consumo dos medicamentos disponiveis, o restante encontra nos
produtos de origem natural a Unica fonte de recursos terapéuticos (REIS; MARIOT, 2001).
Este contexto nos mostra que sdo imprescindiveis estudos mais abrangentes sobre estes
recursos naturais, proporcionando desta forma o uso racional e terapeuticamente correto das
plantas medicinais da flora brasileira e mundial.

A escolha da espécie vegetal para o desenvolvimento de estudos quimicos e
farmacologicos ¢ uma das mais importantes tarefas. Plantas de uso tradicional, ja
comercializadas, devem ser priorizadas em detrimento a espécies pouco conhecidas, para que
se possa dar suporte a sua utilizagdo. Ainda, a regulamentacdo do comércio com a exigéncia
do registro de medicamentos de origem vegetal junto aos 6rgaos governamentais de vigilancia
sanitaria, conduziu a uma série de exigéncias relacionadas com a comprovacgdo da eficacia,
seguranga e especificacdo da qualidade, que envolvem aspectos da matéria-prima, do

processamento tecnologico e do produto final (BRASIL, 2004).
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1.2 LEISHMANIOSES

A leishmaniose ¢ uma doenga tropical causada pelo protozoario do género
Leishmania, que acomete mais de 12 milhdes de pessoas no mundo. Alguns individuos
apresentam lesdes incapacitantes, desfigurantes e algumas vezes até fatais, como nas
leishmanioses viscerais. Com isso, a O.M.S. incluiu esta doenga entre as seis mais
importantes endemias do mundo (GENARO, 1998a; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2001a).

Segundo a World Health Organization (2001b) atualmente, as leishmanioses sdo
prevalentes nos continentes americano, africano, asiatico e europeu, sendo que 88 paises s@o
considerados zonas endémicas e destes, 72 sdo paises em desenvolvimento. E importante
ressaltar que 90% dos casos de leishmaniose visceral acontecem em Bangladesh, Brasil, india,
Nepal e Sudio; 90% das leishmanioses cutaneomucosas acontecem na Bolivia, Brasil e Peru e
90% dos casos de leishmanioses cutaneas acontecem no Afeganistao, Brasil, Ira, Peru, Arabia
Saudita e Siria.

A prevaléncia mundial das diferentes leishmanioses é desconhecida. Pois, a
notificagdo é obrigatoria somente em 32 dos 88 paises afetados pelas leishmanioses, um
numero significativo de casos ndo ¢ registrado. Na realidade, dos 1,5-2 milhdes de novos
casos estimados anualmente, sdo oficialmente notificados somente 600.000 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001a).

No Brasil, a leishmaniose € encontrada em todos os estados, sendo responsavel por
altas taxas de mortalidade, constituindo um grave problema de satde publica (GENARO,
1998a). A leishmaniose tegumentar é uma doenga endémica em varios estados do Brasil
sendo crescente o numero de notificagdes, atingindo 490.606 casos confirmados de 1980 a

2001. Por este motivo esta doenga constitui um problema de satide publica em diversos
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Estados do Brasil. As regides norte e nordeste apresentam o maior niimero de casos 73,6%.
Neste periodo o Estado do Parana confirmou 10.345 casos da doenca, cerca de 2,1% da
incidéncia brasileira (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001). No Parana dentre os
1418 pacientes suspeitos de leishmaniose tegumentar; 67,3% tiveram diagnostico laboratorial
positivo; entre os quais 84,2% contrairam a infec¢do no Estado do Parand. Neste estado esta
doencga ¢ endémica e ja atingiu proporc¢des epidémicas em 1993, 1994 e 1995 (SILVEIRA et

al., 1999).

1.2.1 Ciclo de vida do parasita

O género Leishmania (Ross, 1903) ¢ constituido por espécies de protozodrios
unicelulares, heteroxénicos, pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae.
As formas promastigotas (flageladas) sao encontradas no trato digestivo do mosquito e a
forma amastigota, sem flagelo livre, no sistema monocitico fagocitario dos hospedeiros
vertebrados (MICHALICK, 1998; GENARO, 1998a).

As formas de leishmanioses sdo transmitidas por hospedeiros invertebrados infectados
pelas formas promastigotas (flageladas) que parecem ser transmitidas somente pelas fémeas
dos insetos hematdfagos conhecidos como flebotomineos (mosquito palha ou birigui). Esta
parasitose pode ser transmitida por insetos dos géneros Lutzomyia, Phlebotomus e
Psychodopygus de acordo com a espécie do protozodrio e distribuicdo geografica da doenca
(GREVENLINK; LERNER, 1996; GENARO, 1998a).

Os hospedeiros vertebrados podem ser mamiferos variados, estes sdo infectados
quando as formas promastigotas infectantes sdo inoculadas pelas fémeas dos insetos vetores,
durante o repasto sangiiineo. As fémeas adultas dos insetos vetores necessitam de sangue para

estimular a ovoposicdo. Assim, durante o repasto sangiiineo, a saliva do inseto infectado ¢
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inoculada juntamente com as formas promastigotas e parece exercer papel importante,
auxiliando na lise do tecido e aumentando o fluxo de células sangiiineas para o local da
picada, pois a saliva apresenta substidncias vasodilatadoras. As formas promastigotas sao
fagocitadas pelos macrofagos teciduais e se transformam nas formas nao flageladas,
amastigotas. No fagolisossomo dos macrofagos as formas amastigotas do protozoario resistem
a acdo destruidora das enzimas lisossomais, multiplicam-se por divisdo binaria até ocupar
todo o citoplasma da célula. Assim, a membrana do macréfago rompe-se, liberando as formas
amastigotas no tecido e estas serdo novamente fagocitadas por outros macrofagos. A infecgao
do hospedeiro invertebrado (inseto vetor) ocorre no momento do repasto sangiiineo em
individuo ou animal infectado, quando o inseto adquire as formas amastigotas presentes no
sangue e/ou linfa intersticial. As formas amastigotas transformam-se em promastigotas no
intestino do inseto, completando o ciclo biologico (MICHALICK, 1998; GREVELINK;

LERNER, 1996; GENARO, 1998a).

1.2.2 Classifica¢cao taxondmica

Em 1972 e 1973, Laison e Shaw baseados no desenvolvimento do parasita nos insetos
vetores, em animais de laboratério (hamster), em meio de cultura (NNN) e na comparagao
entre a densidade flutuante do DNA cinetoplasmatico e nuclear das espécies, propuseram o
agrupamento dos parasitas causadores da leishmaniose tegumentar americana em dois grandes
grupos denominados “complexos” mexicana e braziliensis (MICHALICK, 1998).

As espécies do complexo braziliensis apresentavam o desenvolvimento ¢ a
colonizacdo do parasita nos intestinos médio e posterior dos insetos vetores, enquanto as
espécies do complexo mexicana apresentavam auséncia do desenvolvimento parasitario no

intestino posterior do inseto vetor (MICHALICK, 1998).
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A inoculagdo de parasitas do complexo mexicana na pele do hamster promove o
desenvolvimento rapido de uma lesd@o nodulosa, ocorrendo riqueza de parasitas contrastando
com auséncia quase total de resposta celular. A evolugdo da lesdo ¢ progressiva podendo
culminar na morte do animal. As metastases na pele sdo freqiientes. Ja os parasitas do
complexo braziliensis, embora possam determinar a infeccdo do animal em poucas semanas,
apresentam uma evolugdo lenta, caracterizada pela resposta celular marcante e relativamente
menor nimero de parasitas na lesdio (MICHALICK, 1998).

Em meio de cultura NNN, os parasitas do complexo mexicana, aparentemente menos
exigentes, crescem rapidamente e de forma exuberante sendo facilmente mantidos neste meio,
enquanto que os do complexo braziliensis, além do crescimento pobre ou moderado,
dificilmente se mantém em cultivo. A densidade de flutuacdo do DNA nuclear ¢ mitocondrial
também permitem a divisdo dos parasitas nos dois grupos (MICHALICK, 1998).

O complexo Leishmania mexicana compreende as espécies L. mexicana mexicana, L.
mexicana pifanoi, L. mexicana amazonensis € L. mexicana enriettii. Ja o complexo
Leishmania braziliensis agrupa as espécies L. braziliensis braziliensis, L. braziliensis
guyanensis € L. braziliensis panamensis (MICHALICK, 1998).

O género Leishmania esta separado em dois subgéneros: Leishmania e Viannia. O
subgénero Leishmania compreende parasitas do complexo L. donovani, L. mexicana ¢ L.
hertigi, que possuem o desenvolvimento nos insetos vetores limitados as regides anterior e
posterior do estdbmago, enquanto que o subgénero Viannia engloba parasitas do complexo
braziliensis, que apresentam as formas paramastigotas aderidas as paredes do intestino pelo
flagelo e as formas promastigotas livres e que migram do intestino para as regides anterior e

posterior do estomago (MICHALICK, 1998).
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1.2.3 A doencga leishmaniose

A doenca pode manifestar-se de varias maneiras dependendo da espécie do parasita e
da viruléncia da espécie que esta causando a infecgdo, assim como do sistema imunologico do
hospedeiro. Destas interagdes resulta um amplo espectro de manifestacdes patologicas que
vdo desde lesdes de pele localizadas, até lesdes em varios Orgdos, com Sério
comprometimento do sistema mononuclear fagocitario. (GREVELINK; LERNER, 1996;
GENARO, 1998a). Cada espécie de Leishmania pode produzir mais de uma forma clinica e
cada forma pode ser causada por multiplas espécies (GENARO, 1998a).

A doenga humana ¢ dividida tradicionalmente em duas formas clinicas principais: a
forma visceral e a tegumentar. A forma tegumentar apresenta variantes sendo subdividida em
leishmaniose cutanea localizada, cutanea difusa e cutanecomucosa. (GREVELINK; LERNER,
1996; GENARO, 1998a).

A leishmaniose cutinea localizada acomete principalmente o rosto, nariz, bracos e
pernas, pois estes sdo locais mais propicios a picada do inseto. Esta é causada por parasitas
dos complexos L. mexicana e L. braziliensis. Primeiramente, no local da picada forma-se uma
papula que evolui para a formagdo de uma placa ou nodulo. As lesdes sdo ulcerosas e
indolores podendo ser rasas ou profundas e caracteristicamente apresentam bordos elevados,
podendo progredir espontaneamente para a cura apds 6 a 12 meses (GREVELINK; LERNER,
1996; GENARO, 1998a)

A leishmaniose cutanea difusa ¢ caracterizada pela anergia do sistema imunologico do
hospedeiro e pode ser causada pelas espécies L. amazonensis, L. mexicana, L. pifanoi e L.
aethiopica. Esta doenga inicia com uma lesdo primaria no local da picada e se dissemina pelo

corpo por via hematogénica ou linfatica, levando ao aparecimento de nddulos ndo ulcerativos



30

espalhados por todo o corpo. As lesdes sdo ricas em parasitas e estes ndo invadem orgaos
internos (GREVELINK; LERNER, 1996; GENARO, 1998a).

A leishmaniose cutaneomucosa ¢ comumente causada pela espécie L. braziliensis. O
hospedeiro pode apresentar lesdes cutaneomucosas dentro de 2 a 10 anos ap6s o aparecimento
da lesdo cutanea primaria. As lesdes ocorrem devido a disseminag@o por via hematogénica ou
linfatica ou por extensdo de lesdes primarias afetando as regides nasofaringeas. Trata-se de
um processo lento, de curso cronico. Pode ocorrer mutilagdo do septo nasal, palato, faringe,
gengivas e 1abios enquanto que as estruturas 6sseas permanecem intactas. A invasao do trato
respiratorio pode resultar em comprometimento da respiracdo e da degluticdo podendo levar o
paciente a 6bito (GREVELINK; LERNER, 1996; GENARO, 1998a).

A leishmaniose visceral classica ou calazar é uma doenca sistémica causada pela
dissemina¢@o do protozoario por todo sistema fagocitico mononuclear e ¢ caracterizada por
febre, mal-estar, perda de peso, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, linfadenopatia,
hipergamaglobulinemia e estado de debilidade progressivo levando o paciente a ¢bito se nao
for submetido a tratamento especifico. Pode ser causada pela L. donovani, L. infantum ou L.
chagasi, geralmente esta relacionada com pobreza e desnutricio (BERMAN, 1997;
HERWALDT, 1999; GENARO, 1998b).

A visceralizagdo de algumas cepas de Leishmania que classicamente se restringiam a
causar leishmaniose cutanea tem sido observada em pacientes coinfectados por Leishmania e
virus da imunodeficiéncia humana, por isso, este casos de leishmaniose visceral tem sido
chamados de infec¢do oportunista, ocorrendo acometimento do trato gastrointestinal de
esofago até reto (BERMAN, 1997; ROSA et al., 2003).

A espécie Leishmania braziliensis, pertence ao subgénero Viannia ¢ ao complexo
Leishmania braziliensis ¢ € responsavel principalmente pela forma tegumentar da doenga

(cutdnea e cutaneomucosa). Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de
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mamiferos (roedores, edentados, marsupiais, canideos e primatas) e os invertebrados so
insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia
(GENARO, 1998a). A espécie Leishmania Viannia braziliensis € o principal agente etioldgico
prevalente no Estado do Parand sendo identificada em 98,7% dos casos. J& a Leishmania
Leishmania amazonensis foi identificada somente em 1,3 % dos casos. (SILVEIRA et al.,
1999). A Leishmania (V.) braziliensis também se apresenta amplamente distribuida em todos
os estados brasileiros (GENARO, 1998a).

A espécie Leishmania amazonensis, pertence ao subgénero Leishmania € ao complexo
Leishmania mexicana e ¢ responsavel principalmente pela forma tegumentar da doenca
(GENARO, 1998a) podendo também causar a leishmaniose visceral (HERWALT, 1999). Os
hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de mamiferos (roedores, edentados,
marsupiais, canideos e primatas) e os invertebrados sdo insetos da ordem Diptera, familia

Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia (GENARO, 1998a).

1.2.4 Tratamento das leishmanioses

Os principais medicamentos recomendados para o tratamento das leishmanioses
cutdneas e viscerais foram introduzidos na terap€utica ha mais de meio século. Estes incluem
os derivados dos antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de so6dio (Pentostan®) e
o antimoniato de meglumina (Glucantime®) (CROFT; COOMBS, 2003; CROFT et al., 2005;
GENARO, 1998a). Entretanto, os antimoniais ndo sdo drogas ideais, pois ndo sdo ativos
quando administrados oralmente, portanto sdo de administracdo parenteral e necessitam de
longo periodo de tratamento (CROFT, 1988). Sdo farmacos muito toxicos podem causar
artralgias, mialgias, desconforto abdominal, dores de cabeca, pancreatite, elevacdo de enzimas

hepaticas, anemia, leucopenia, trombocitopenia, alteracdes cardiacas e renais. Isto torna estes
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farmacos intolerantes para muitos pacientes. A resisténcia a estas drogas tem sido freqiiente,
portanto outros agentes antileishmania necessitam ser descobertos (BERMAN, 1988, 1996;
GREVELINK; LERNER, 1996), mais de 50% dos casos de leishmaniose ndo respondem ao
tratamento utilizando estas drogas (SERENO, 2000). O mecanismo de acdo dos antimoniais
pentavalentes ainda é pouco conhecido, acredita-se que estes interferem na produgdo de
energia das formas amastigotas comprometendo a vida da célula. Nos ensaios in vitro tratando
as formas promastigotas com antimoniais, ndo foi verificado efeito leishmanicida, sendo o seu
efeito restrito as formas amastigotas (BERMAN, 1988; CROFT; COOMBS, 2003;
OUELLETTE et al, 2004). Somente as formas amastigotas reduzem os antimoniais
pentavalentes em trivalentes sendo esta forma da droga ativa (letal), desta forma os
antimoniais pentavalentes funcionam como uma pro-droga, tanto os antimoniais
pentavenlentes quanto os trivalentes promovem a fragmentagdo do DNA, sugerindo que estes
matam os parasitas por apoptose. (OUELLETTE et al., 2004).

A segunda linha de farmacos utilizados no tratamento dos casos que ndo respondem a
terapia convencional inclui as pentamidinas (GENARO, 1998a; GREVELINK; LERNER,
1996; SERENO et al., 2000) e anfotericina B (SERENO et al., 2000). As pentamidinas se
ligam ao DNA do cinetoplasto do parasita causando danos ao protozoario (CROFT;
COOMBS, 2003). Estes farmacos também provocam efeitos colaterias como mialgias, dor no
local da administragcdo, nauseas, cefaléia e hipotensdo (BERMAN, 1997). A anfotericina B
age sob o ergosterol presentes na membrana das formas promastigotas promovendo a perda da
permeabilidade celular (SAHA et al., 1986; COHEN, 1998). Um estudo verificou que
diversas espécies de Leishmania sdo sensiveis a esta droga (ESCOBAR et al., 2002). Porém,
este medicamento também apresenta efeitos colaterais como febre, calafrios, hiperpnéia,
hipotensao, anemia, insuficiéncia renal, hipopotassemia, cefalé¢ia, ndusea, voOmito, mal-estar,

perda de peso e alteragdes cardiacas (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BENNETT,1996).
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Novas formulag¢des que associam lipidios a anfotericina B (lipossomas) além de serem mais
ativas sdo menos toxicas que a Anfotericina B. No entanto, estas formula¢des sdo mais caras
(OUELLETTE et al., 2004; COHEN, 1998; CROFT et al., 2005)

Farmacos de administragdo oral como os antifungicos derivados do imidazol e triazol
(cetoconazol e itraconazol dentre outros) que bloqueiam a sintese do ergosterol tém sido
particularmente estudados para o tratamento das leishmanioses. Estes tém apresentado
efetividade contra algumas espécies de Leishmania, tanto in vitro (BERMAN et al., 1984,
1986; BEACH et al., 1988; HART et al., 1989; VANNIER—SANTOS et al., 1995) quanto in
vivo (BERMAN, 1996, 1997). A membrana celular da Leishmania e dos fungos € constituida
por ergosterol diferente da membrana dos mamiferos que € constituida de colesterol. Portanto
o ergosterol ¢ um importante alvo para a quimioterapia (CROFT, 1988; CROFT; COOMBS,
2003). A paromomicina, um antibiotico aminoglicosideo tem se mostrado eficaz para o
tratamento topico de leishmaniose cutanea e para o tratamento parenteral de leishmaniose
visceral (CROFT et al.,, 2005), este farmaco apresenta como alvo a mitocondria da
Leishmania (CROFT; COOMBS, 2003). A miltefosina, originalmente desenvolvida como um
farmaco antineoplasico, tem sido eficaz no tratamento oral de leishmaniose visceral e cutinea.
No entanto, este farmaco ¢ teratogénico ndo podendo ser utilizado para o tratamento de
mulheres na fase fértil (CROFT; COOMBS, 2003; CROFT et al., 2005; ESCOBAR, 2002).
Inibidores de protease utilizados no tratamento do HIV (indinavir e saquinavir) tem
apresentado in vitro atividade leishmanicida dose dependente frente as formas promastigotas
(SAVOIA et al., 2005).

O conhecimento da patogénese da leishmaniose pode levar a descoberta de agentes
terapéuticos mais baratos e eficientes, ja que a resisténcia dos parasitas ao sais de antimonio e
outras drogas tem aumentado (JEBBARI; DAVIDSON, 1998). Desta forma, a crescente

incidéncia da leishmaniose aumentou o interesse na pesquisa de novos agentes terapéuticos
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mais baratos, mais efetivos, que reduza a duragdo do tratamento, drogas ndo parenterais ¢
menos toxicos que possam substituir os atuais (BERMAN, 1997).

Apesar dos grandes avancos da medicina moderna, as plantas tem contribuido nos
cuidados primdrios a saude, principalmente das populagdes dos paises em desenvolvimento.
Desde o final da década de 80 até os dias atuais, diversos estudos tém sido realizados na
tentativa de descobrir produtos naturais com potencial atividade antileishmanicida (IWU et
al., 1994).

Os produtos naturais apresentam vasto potencial na descoberta de novos agentes para
o tratamento de doencgas tropicais importantes causadas por protozoarios (amebiases,
leishmanioses, doenca de Chagas e malaria). Muitos metabolitos secundarios encontrados nas
plantas como os alcaldides, terpenos, quinonas, saponinas e flavanoides entre outros
demonstram a diversidade de compostos que podem ser encontrados e que podem ser
seletivos para os parasitas. Estes podem ser objetos de estudos para a identificacdo de novas
substancias que apresentem atividade e/ou que possam ser semi-sintetizados, a fim de
melhorar a atividade terapéutica e diminuir os efeitos toxicos (WRIGHT; PHILLIPSON,
1990). Deste modo, pode-se afirmar que as plantas medicinais possuem particularidades que
as tornam fontes de importantes substancias quimicas com potencial atividade biologica e de
protétipos para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com atividade

antileishmania.
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1.3 A FAMILIA Clusiaceae

A familia Clusiaceae inclui 50 géneros e 1200 espécies distribuidas principalmente nas
regides tropicais do globo. Entretanto, alguns géneros se desenvolvem com grande facilidade
nas regides norte de zonas temperadas. Esta familia engloba arvores, arbustos, lianas e ervas
de interesse economico pela producdo de frutos comestiveis, madeiras, derivados quimicos de
interesse farmacéutico e tintas (CRONQUIST, 1981), entretanto, o género Calophyllum
formado por um grande grupo de arvores tropicais constituindo aproximadamente 180 a 200
diferentes espécies (MCKEE et al., 1998; STEVENS, 1980 apud MESIA-VELA et al., 2001),
estas sdo utilizadas pela populagdo local ao longo dos anos para a obten¢@o de madeira nobre.

Segundo Cronquist (1981) a familia Clusiaceae ¢ rica em metabolitos secundarios;
suas folhas apresentam cavidades resiniferas secretoras de algumas resinas aromaticas, que
somados aos canais ¢ cavidades secretores esquizdogenos promove o acumulo de diversos
tipos de substincias incluindo esteroides, triterpenos, cumarinas, benzopiranos e diversos
tipos de xantonas e proantocianinas.

Segundo Cardona et al. (1990) as xantonas sdo encontradas em mais de 12 diferentes
ordens taxonomicas, sendo a familia Clusiaceae uma das mais importantes quantitativamente.
Nas plantas das familias Clusiaceae, Hipericaceae e Gentianaceae encontram-se diversos tipos
de xantonas, sendo estes compostos de grande interesse fitoquimico (CARDONA et al.,
1990). Algumas propriedades farmacologicas das xantonas incluem: agdo analgésica (ISAIAS
et al., 2004), antimicrobiana (REYES-CHILPA et al., 1997; DHARMARATNE et al., 1999;
PRETTO et al., 2004; YASUNAKA et al., 2005) e atividade antiprotozoario (ABE et al.,

2004).
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1.3.1 O Género Calophyllum

O género Calophyllum € constituido por muitas espécies vegetais, desta forma, muitos
pesquisadores tem buscado atividades biologicas e estudado fitoquimicamente estas espécies.
Nas espécies deste género estdo presentes importantes classes de substancias com atividade
biologica, principalmente as cumarinas e as xantonas. Importantes atividades bioldgicas
encontradas nas espécies deste género, tais como, a inibi¢do da trancriptase reversa do HIV-1,
atividade antitumoral, analgésica, antiinflamatéria, antibacteriana, antifingica e
antileishmania entre outras tem sido encontradas em ensaios realizados com extratos, fragoes
e substancias puras. Dessa forma, os estudos de atividade bidlogica tem contribuido para a
busca de futuras alternativas terap€uticas para o tratamento de algumas doengas.

As sementes da Mammea americana apresentam numero significante de cumarinas
com substituicao alquil ou fenil na posicdo 4 (CROMBIE et al., 1967); isto sugere que a 4-
substituicdo (alquil ou fenil) das cumarinas, sdo caracteristicas importantes na familia
Clusiaceae.

Kawazu et al. (1968) isolaram das folhas do C. inophyllum Linn trés derivados da 4-
fenil-cumarina: calofilolideo, (%)-inofilolideo e¢ o acido calofilico (Figura 1, p. 43), que
apresentaram atividade piscicida.

Radhakrishnan Potti; Kurup (1970) testaram a atividade antimicrobiana de uma
lactona C;3H460¢ isolada do cortéx das raizes da C. inophyllum, esta exerceu atividade
bacteriostatica frente ao Micrococcus pyogenes var. aureus.

Ravelonjato et al. (1987), isolaram das cascas do C. verticillatum trés novos
neoflavondides (4cido caloverticilico A, B, e C) e realizaram testes moluscicidas utilizando
extrato bruto das folhas, sementes e cascas do C. verticillatum, bem como o extrato das

sementes do C. inophyllum e da casca do C. recedens. Todos os extratos apresentaram
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atividade em 100 ppm exceto os extratos do C. inophyllum e C. recedens que foram ativos em
10 ppm.

Ravelonjato et al. (1992) testaram uma série de extratos brutos, neoflavonodides
naturais obtidos do género Calophyllum e derivados sintéticos destes em ensaios
moluscicidas; os extratos brutos das espécies C. inophyllum, C. recedens, C. chapelieri e C.
verticillatum apresentaram intensa atividade moluscicida em 100 ppm, enquanto que, a C.
recedens apresentou atividade na concentragdo de 10 ppm. O caloflorideo, isolado das
sementes do C. verticillatum, apresentou 100% de mortalidade em 10 ppm e 20% de
mortalidade em 1 ppm. Ja as cumarinas “(¥) mammea A/BB”, descrita previamente por
Crombie et al. (1967), isolada das sementes do C. verticillatum, e o 4cido pseudobrasiliensico
apresentaram menor atividade moluscicida. Foram também testados 14 derivados sintéticos
dos neoflavonodides naturais. Os derivados da 4-fenil-cumarina apresentaram significante
atividade moluscicida em 10 ppm, e, a introdu¢ao do cloro ou nitro substituintes (como o
controle positivo niclosamida), ndo aumentou a atividade bioldgica dos compostos testados,
entretanto, a presenca da dupla ligacdo nas cromeno-cumarinas e a substitui¢do no C8, parece
ser essencial para o aumento da atividade moluscicida.

Ap6s confirmar a atividade anti-HIV do extrato bruto obtido dos frutos e raizes do C.
lanigerum, Kashman et al. (1992) isolaram alguns derivados cumarinicos, os calanolideos. O
calanolideo-A (Figura 1, p. 43), o 12-acetoxicalanolideo-A e o calanolideo-B promoveram
significativa protecdo in vitro contra os efeitos citopaticos da infec¢do pelo virus HIV-1.

Em um trabalho realizado por Patil et al. (1993), foi isolada uma série de derivados
cumarinicos das folhas e frutos do C. Inophyllum; inofilum A, B, C, D (Figura 1, p. 43), E, P,
e os novos G-1 e G-2, que juntamente com o acido calofilico (Figura 1, p. 43) e o acido
isocalofilico, apresentaram potente atividade inibidora da Transcriptase Reversa do HIV-1

(HIV-1RT), quando testados em culturas de células.
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Taylor et al. (1994) descreveram que os inofilumus e calanolideos sdo inibidores
reversiveis da HIV-1RT e mostraram atividade frente a cepas de virus mutantes e resistentes a
outros inibidores da HIV-1RT, e que a sintese de derivados dos inofilumus e calanolideos
pode levar a compostos mais potentes e seletivos frente ao virus do HIV-1.

McKee et al. (1996) isolaram e identificaram 04 piranocumarinas (calanolideos)
inéditas do C. lanigerum var. austrocoriaceum e do C. teysmannii var. inophylloide; estas
novas piranocumarinas foram denominadas calanolideo E2 (Figura 1, p. 43), cordatolideo E,
pseudocordatolideo C e calanolideo F e apresentaram consideravel atividade inibidora da
Transcriptase Reversa do virus HIV-1, quando aplicadas em culturas de células. Um trabalho
realizado por Currens et al. (1996) apresentou o calanolideo-A (Figura 1, p. 43), isolado dos
extratos do C. Lanigerum, como potente e seletivo inibidor da HIV-1RT, ndo exercendo
atividade frente a DNA polimerase ou HIV-2RT.

Pengsuparp et al. (1996) isolaram uma cumarina do latex do C. teysmannii,
denominada soulatrolideo (Figura 1, p. 43) que apresentou potente atividade inibidora sobre a
HIV-1RT em cultura de células, contudo, ndo exerceu atividade frente a HIV-2RT, AMV-RT,
RNA polimerase ou DNA polimerase.

Zembower et al. (1997) realizaram modificagdes estruturais no calanolideo-A isolado
do C. lanigerum, (que apresenta potente atividade inibidora da HIV — 1RT). A adicdao de
grupamentos metil nas posigdes 10 e 11, promovem decréscimo da atividade antiviral, quando
comparada com a molécula original, entretanto, quando se retira da molécula a hidroxila do
carbono 12, tanto as formas 10,11-cis quanto 10,11-trans apresentam atividade inibidora da
HIV-1RT, sugerindo que o grupamento 12-hidroxil seria um dos possiveis responsaveis em
suprimir a atividade anti-HIV.

Dharmaratne et al. (1998a), baseado em informagdes de que o género Calophyllum

possui diversas piranocumarinas com atividade Anti-HIV-1RT, realizaram um estudo da



39

distribuicdo das cumarinas na espécie Calophyllum cordato-oblongum. Foi observado que
quando mais jovem as partes em desenvolvimento da planta, maiores sdo as concentragdes de
cumarinas. A distribuicdo de piranocumarinas em ordem decrescente de concentracao esta no
botdo embrionario, brotos e ramos finos, folhas, casca e lenho justificando a producdo destes
metabolitos secundarios para defender plantas jovens contra microorganismos diversos,
incluindo os virus.

McKee et al. (1998) realizaram um estudo quimiotaxonomico com 315 extratos
organicos de 31 espécies do género Calophyllum e verificaram que dos 315 extratos
submetidos a analise em cromatografia em camada delgada (CCD) e posteriormente em
ressonancia magnética nuclear RMN 'H, 127 mostraram-se “positivo” para piranocumarinas,
representando 28 espécies das 31 testadas. Isto sugere que estas substancias, apesar de se
apresentarem de forma abundante na maioria das espécies, ndo estdo amplamente difundidos
em todo o género, podendo, entretanto, ser considerado um marcador para algumas espécies
do género.

Shu-Geng Cao et al. (1998) isolaram das cascas do C. teysmannii var. inophylloide
uma série de cumarinas policiclicas 4-fenil-substituidas, onde uma delas, a calanoneo,
apresentou moderada atividade antineoplésica contra duas linhagens de células cancerigenas.
Ainda relataram que a substituicdo 4-fenil ou 4-propil presente nestas cumarinas, ¢
fundamental para a atividade antineoplasica.

Dharmaratne et al. (1998b) isolaram das folhas do Calophyllum cordato-oblongum
duas piranocumarinas denominadas cordatolideo-A e cordatolideo-B, as quais apresentaram
significativa atividade inibidora da HIV-IRT nas concentragdes de 12,3 e 19,0 uM,
respectivamente.

Dharmaratne et al. (1999) isolaram dos extratos organicos do C. moonii e C. lankensis

xantonas mono, di e triprenilada. A xantona monoprenilada, a calozeiloxantona, exerceu
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significativa atividade inibitoria frente ao Staphylococcus aureus meticilina-resistente
(MRSA), apresentando CIM entre 4,1-8,1 pg/mL.

Ito et al. (1999) isolaram do extrato etanolico das cascas do Calophyllum panciflorum,
07 biflavondides, estes exibiram significante atividade antineoplasica inibindo o crescimento
tumoral em células Raji (in vitro) induzidas pelo antigeno do virus Epstein-Barr. A atividade
citoprotetora destas substincias frente ao virus Epstein-Barr torna promissor o
desenvolvimento de novas drogas antitumorais obtidas através de produtos naturais. Ja que
este virus esta envolvido na génese de alguns canceres em humanos.

Creagh et al. (2001) realizaram um estudo em 47 voluntarios sadios (HIV negativo),
para avaliar a seguranga e¢ a farmacocinética do (+)-calanolideo-A (Figura 1) previamente
isolado do C. lanigerum, objetivando um futuro tratamento contra o HIV, ja que esta
substancia apresenta significativa atividade anti HIV-1RT. Doses unicas de 200, 400, 600, ¢
800 mg de (+)-calanolideo-A (Figura 1, p. 43) foram administradas ¢ mostraram seguranca ¢
farmacocinética favoravel para seu futuro emprego na clinica médica.

Guilet et al. (2001a) obtiveram dos frutos e da casca do C. dispar, 06 cumarinas a
isodispar B, disparinol D, disparpropilinol B, dispardiol B, mammea A/AB ciclo E ¢ mammea
A/AB dioxalanociclo F; destas substancias a isodispar B, a disparinol D e a disparpropilinol B
apresentaram significativa atividade inibitoria sobre o crescimento tumoral mostrando
citotoxicidade frente a células de carcinoma nasofarigeal humano (KB).

Guilet et al. (2001b) isolaram da casca e dos frutos do C. dispar, 08 novas 4-fenil-
furanocumarinas, dentre estas, as diidrofuranocumarinas apresentaram significativa atividade
citotoxica inibindo 50% do crescimento das células de carcinoma nasofarigeal humano (KB)
na concentracdo de 5 — 6 pg/mL.

Dharmaratne et al. (2001) avaliaram in vitro a capacidade de diferentes substancias

isoladas do género Calophyllum, em inibir a Transcriptase Reversa do HIV-1. Foram testadas
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11 substancias, as cumarinas (cordatolideo-A, cordatolideo-B, cordatolideo-B-OMe,
oblongulideo ¢ inofilum-A), as xantonas (thwaitesixantona, calothwaitesixantona,
calozeiloxantona) e acidos croménicos (acido cordato-oblongico, acido cordato-oblongico
metilester, acido isocordato-oblongico metilester), utilizando como controle positivo o
calanolideo A (Figura 1, p. 43), devido sua consagrada atividade in vitro em inibir a HIV-
IRT. Foi observado que o cordatolideo A e o cordatolideo B apresentaram valores de inibigao
da HIV-IRT de 92 e 88%, respectivamente. O acido cordato-oblongico inibiu 50% da
atividade desta enzima, enquanto as demais substancias apresentaram fraca atividade.

Em um trabalho realizado por Sakagami et al. (2002) foi isolada uma xantona
(calozeiloxantona) da casca do Calophyllum moonii e submetida a ensaio antibacteriano frente
a quatro cepas de Enterococcus faecalis sendo duas delas resistentes a vancomicina e duas
delas sensiveis a vancomicina. Os autores observaram que a calozeiloxantona apresentou
atividade frente as quatro cepas bacterianas testadas e que ocorreu significativo efeito
sinérgico da mesma quando associada com vancomicina frente a Enferococcus resistentes.

Morel et al. (2002) isolaram da casca do Calophyllum caledonicum as
caledonixantonas E e F e avaliaram a possivel atividade antifungica destas substancias frente
ao Aspergillus fumigatus e Candida albicans. Notoriamente a substancia caledonixantona E
mostrou expressiva atividade antifungica frente ao Aspergillus fumigatus, apresentando CIM
similar ao controle positivo anfotericina B.

Recentemente Takahashi et al. (2004) avaliaram a atividade leishmanicida de 75
extratos metandlicos da madeira de diferentes plantas entre elas a espécie Calophyllum
kunstleri. Para os ensaios da atividade leishmanicida foram utilizados formas amastigotas de
Leishmania major. Este estudo mostrou que o extrato metandlico C. kunstleri apresenta

importante atividade leishmanicida com concentracao letal minima (CLM) 50 pug/mL e sugere
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que esta atividade pode estar relacionada com a presenca de derivados de quinonas nos caules

desta planta.



Calanolideo A Inofillum D Acido calofilico

Tacarenhina

Calanalideo F2.

OH R

R= fenil Mammea A/BA

Rracimarina A Mammea R/RR

R= pentil Mammea C/OA
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Figura 1: Principais substancias quimicas isoladas do género Calophyllum descritas

anteriormente no texto.
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1.3.2 A Espécie Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceac)

A espécie Calophyllum brasiliense Camb. ¢ uma arvore frondosa e alta podendo
atingir até 35 metros de altura e 65 cm de didmetro (Figura 2, p. 46), popularmente ¢
conhecida como jacaretiba, na Amazonia; gulande-carvalho, guanandi-carvalho, guanadi-
cedro, landim, olandi, ua-iandi, pelos aborigines e se distribui desde a Venezuela até o
Meéxico e as Antilhas onde recebem, entre outros nomes, de pau-maria e pau-de-azeite. As
variedades conhecidas na Amazénia como jacareuba-aguia, jacareuba da varzea, jacareiba
vermelha; sdo conhecidas em S@o Paulo como guanandi-carvalho, guanadi-cedro e guanandi-
piolho, respectivamente (CORREA, 1978). Embora seu principal habitat seja a Amazonia,
tem sido encontrado em vdrias regides do Brasil tais como Goids, Minas Gerais, Espirito
Santo, Piaui, Pernambuco, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e pequena quantidade no estado de
Alagoas, Rio Grande do Sul e no Ceara. No entanto, refere-se a sua presenga no Parana, Santa
Catarina, Distrito Federal, Paraiba, Para, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul (LORENZI,
1992). Sua existéncia ¢ citada desde as Guianas até o Parand, ocorrendo preferencialmente em
florestas semidecidua, ombrofila densa, amazonica e no cerrado constituinte de varios Estados
do Brasil (CARVALHO, 1994; CORREA, 1978).

A espécie vegetal apresenta folhas de distribui¢ao oposta (Figura 2, p. 46), pecioladas,
simples e elipticas, obtusas no apice e cuneiformes na base, apresentando em média 6 cm de
largura e até 13 cm de comprimento; as flores sdo brancas pequenas e aromaticas e dispostas
em cachos abundantes (Figura 2, p. 46); possui fruto carnoso na forma de drupa globosa de
coloracdo esverdeada (Figura 2, p. 46), com polpa oleaginosa, onde se extrai 6leo industrial
com 44% de pureza (LORENZI, 1992). Segundo Lorenzi (1992) o tronco ¢ reto e cilindrico,
apresentando casca revestida de epiderme bastante dura, muito fendida (sobretudo, em plantas

com crescimento secundario) (Figura 2, p. 46), quebradica, e composta de ladminas
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superpostas, podendo possuir até 40 mm de espessura, sendo a parte externa marrom-escura
ou pardacenta, descamando em pequenas placas retangulares, provenientes de fissuras finas e
transversais; a parte interna ¢ rosea aromatica, amargosa ¢ acida, exsudando latex amarelo e
pegajoso (LORENZI, 1992). O Calophyllum brasiliense fornece madeira de alburno bastante
espesso e cerne roseo-avermelhado ou castanho-avermelhado (Figura 2, p. 46), ondeada
(parecendo cedro, porém mais pesada), facil da lavrar e de serrar, talhe macio sendo muito
empregado na construgdo de canoas, vigas, mastros, construc¢ao civil e obras internas em geral
(CORREA, 1978).

Na medicina popular ¢ obtida a gomo-resina que dela se obtém o balsamo de jacareuba
ou balsamo de landim, goma amarelo-esverdeada, aromatica, de sabor amargo, empregada
como anti-reumatico, antiulceroso e antitumoral, entretanto, como tém efeito irritativo o seu
emprego ¢ maior na medicina veterinaria, sobretudo para eqiiinos aplicados na forma de
emplasto como relaxante dos tenddes. A infusao e o banho das cascas sdo remédios populares
utilizados para o tratamento de reumatismo, varicoses, hemorrdidas e tulceras cronicas

(CORREA, 1978).
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Figura 2: Espécie vegetal C. brasiliense Cambess. A- aspecto geral da espécie; B-
inflorescéncias e folhas; C- frutos verdes; D- frutos maduros; E- casca; F- madeira
(LORENZI, 1992).
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Muitos estudos tem sido realizados utilizando esta espécie vegetal C. brasiliense ¢
importantes atividades bioldgicas foram descritas por diferentes autores, como segue.

Reyes-Chilpa et al. (1997) considerando que os metabolitos secundarios presentes no
C. brasiliense, lhe confere resisténcia a algumas espécies de fungos ambientais, realizou o
estudo fitoquimico. Foram isoladas 5 diferentes xantonas preniladas denominadas: 6-
desoxijacareubina, 1,5-diidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona, jacareubina (Figura 1, p. 43),
1,3,5 triidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona e 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona. As
substdncias € os extratos em acetona, metanol e agua foram submetidas a ensaio
microbiologico frente ao fungo Postia placenta. O extrato metandlico da casca do C.
brasiliense inibiu o crescimento micelial do P. placenta em 83%. As substancias foram
testadas na concentracdo de 0,25 mg/mL e algumas apresentaram atividade fungistatica
significativa, inibindo o crescimento micelial do P. placenta em 68,8% (jacareubina; 1,3,5
triiddroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona) e em 55,5% (1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-
xantona). Porém, acetilagdo das xantonas ndo conduziu ao aumento da atividade fungistatica.

Sartori et al. (1999) avaliaram o efeito citoprotetor gastrico em ratos e camundongos,
da fragdo diclorometano obtida a partir do extrato hexanico das cascas do C. brasiliense.
Quando administrada por via oral doses de 12,5 a 250 mg/kg, esta fracdo exibiu significativa
agao citoprotetora, anti-secretora e antiulcerogénica, inibindo a formacao de lesdes gastricas
induzidas por etanol, indometacina e estresse por imobilizagdo em hipotermia.

Mesia-Vela et al. (2001) re-isolaram das cascas do C. brasiliense as 4 xantonas
denominadas: desoxijacareubina; jacareubina (Figura 1, p. 43); 1,3,5,6,tetraidroxi-2-(3,3-
dimetilalil)-xantona e 1,3,5,6,tetraidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutil)-xantona, previamente
relatadas na literatura (REYES-CHILPA et al., 1997), e das folhas da mesma espécie duas
cumarinas: mammea A/BA (Figura 1, p. 43) ¢ mammea C/OA (Figura 1, p. 43). Estas

substancias foram submetidas a ensaio biologico em enzimas clonadas de figado de rato,
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verificando uma possivel interagdo farmacocinética destas substancias, frente a
biotransformagdo hepatica por sulfonagdo, realizada pelas sultransferases SULTI1AL e
SULT2A1. Estas enzimas citosolicas sdo importantes agentes envolvidos no metabolismo de
fase II de uma grande variedade de xenobidticos e importantes substincias endogenas,
incluindo esterdides, hormdnios tireoidianos e catecolaminas. Os resultados revelaram que a
desoxijacareubina; a jacareubina (Figura 1, p. 43) e a 1,3,5,6,tetraidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-
xantona foram substratos para a SULT1A em diferentes concentragdes, entretanto ndo foram
substrato para a SULT2A1. Ambas as cumarinas foram substratos para a SULT1A, contudo,
somente a mammea C/OA (Figura 1, p. 43) foi substrato para a SULT2A1. Estes resultados
mostram a importincia de considerar possiveis interagdes farmacocinéticas entre estes
produtos naturais com esterdides, xenobidticos e outras substincias endogenas (MESIA-
VELA et al., 2001).

Da Silva et al. (2001) testaram em ratos, as atividades analgésica e antiinflamatoria de
3 frag¢des (hexano, diclorometano e acetato de etila) obtidas do extrato metandlico das folhas
do C. brasiliense. Todas as fragdes testadas apresentaram alguma atividade analgésica e
antiinflamatoria, frente aos modelos de dor induzida por formalina e contor¢des abdominais
induzidas pelo acido acético. A partir da fracdo acetato de etila foram isoladas 5 substancias
fenolicas: acido galico, acido protocatéquico, hiperosideo, amentoflavona e quercetina. Estas
substancias foram testadas e observou-se significativa atividade analgésica da quercetina e da
amentoflavona, sugerindo que o estudo da atividade analgésica das substancias isoladas das
fracdes ndo polares do C. brasiliense poderd conduzir a novas drogas com significativo
potencial analgésico.

Ito et al. (2002) isolaram pela primeira vez das cascas do C. brasiliense 7 xantonas,
denominadas brasixantonas juntamente com outras 10 xantonas ja conhecidas. Entre elas as

brasixantonas (B, C, D) e 8-desoxigartanin exibiram significativa antividade antineoplasica,
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inibindo o crescimento tumoral em células Raji (in vitro) induzidos pelo antigeno do virus
Eptein-Barr.

Ito et al. (2003) isolaram e identificaram das fragdes obtidas do extrato da casca do C.
brasiliense 3 novas cumarinas nomeadas brasimarina A (Figura 1, p. 43), B e C, juntamente
com outras 11 cumarinas previamente relatadas na literatura (KASMAN et al., 1992; PATIL
et al.,, 1993; CROMBIE et al., 1987). Foram submetidas para avaliagdo de sua atividade
antitumoral 8 das 14 cumarinas isoladas, sendo trés fenil-cumarinas e cinco 4-propil-
cumarinas. Foi observado que as 4-propil-cumarinas calanolideo-A (Figura 1, p. 43) ¢ a
mammea B/BB (Figura 1, p. 43) obtiveram atividade antitumoral mais significativa (Clso =
170-290 mg/mL) quando comparadas com as 4-fenil-cumarinas (Clsp = 342 — 348 mg/mL). A
mammea B/BB (Figura 1, p. 43), uma 4-propil-cumarina prenilada, apresentou maior poténcia
inibitéria (Clsp = 170 mg/mL). A calanolideo-A (Figura 1, p. 43) uma trans-10,11
dimetildiidropirano foi mais potente (Clsp = 290 mg/mL) que o derivado 10,11-cis
calanolideo-C (Clso = 351 mg/mL). Estes resultados sugerem que os grupos funcionais dos
carbonos 10, 11 e 12 que sdo criticos para a atividade anti-HIV-1RT de algumas substancias
(KASHMAN et al., 1992; PATIL et al., 1993), podem também estar implicados com a
poténcia da atividade antitumoral destes agentes. De uma forma geral, as 4-propil-cumarinas e
as 4-fenil-cumarinas possuem potencial atividade citoprotetora frente a agentes promotores de
tumoragao, entretanto, um estudo destes compostos in vivo seria fundamental para o progresso
dos agentes quimiopreventivos de origem natural.

Cottiglia et al. (2004) isolaram das cascas da C. brasiliense 6 novos acidos
cromandnicos. O extrato das cascas em n-hexano e em acetato de etila apresentaram atividade
frente as bactérias Gram-positivas Bacillus cereus e Staphylococcus epidermidis. Destes
extratos foram isolados e testados os acidos brasiliensofilico A, isobrasiliensofilico A,

brasiliensofilico B, isobrasiliensofilico B, brasiliensofilico C e isobrasiliensofilico C. Os
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acidos brasiliensofilico A e isobrasiliensofilico A apresentaram maior atividade que o
cloranfenicol (droga padrdo). O estudo da citotoxicidade mostrou que nenhuma destas
substancias sdo citotoxicas para as células KB (HeLa), Jurkat T e células de miosarcoma
sendo o Clsp > 20 pg/mL.

Huerta-Reyes et al. (2004) estudaram a inibicdo do HIV-1 em 21 espécies da familia
Clusiaceae dentre elas estava a C. brasiliense. Foram preparados a partir das folhas da C.
brasiliense extratos hexanico, metanolico, em acetona, em diclorometano:metanol (1:1). O
extrato hexanico apresentou melhor atividade inibitoria frente a transcriptase reversa do HIV-
1 apresentando Clso= 29,6 ug/mL, inibiu a replicagdo do HIV-1 IIIb/LAV em 74,5% (DEso =
37,1 nug/mL). No ensaio de citotoxicidade para os linfocitos MT2 os extratos hexanico,
metandlico e em diclorometano:metanol (1:1) ndo apresentaram citotoxicidade. Este estudo
sugere que o extrato em acetona, em metanol e principalmente o extrato hexanico possuem
substancias com potencial atividade anti-HIV.

O estudo realizado por Reyes-Chilpa et al. (2004) avaliou in vitro os efeitos
citotoxicos das cumarinas tipo mammea presentes nas folhas da C. brasiliense. Além de 8
cumarinas tipo mammea (A/BA (Figura 1, p. 43), A/BB, B/BA, B/BB (Figura 1, p. 43), C/OA
(Figura 1, p. 43), C/OB, B/BA ciclo F, B/BB ciclo F e isomammeina) foram isolados e
testados os triterpenos friedelino e canofilol assim como os biflavonodides: amentoflavona,
protocatequina, acido chiquimico. Nos ensaios foram utilizadas linhagens de células tumorais
humanas K565 (linfoma), U251 (sistema nervoso central) e PC3 (prostata). As cumarinas
foram citotoxicas para as trés linhagens de células; no entanto a mammea A/BA (Figura 1, p.
43) apresentou maior atividade citotoxica (Clso = 0,04 - 0,59 uM), as misturas dos isdmeros
mammea A/BA + A/BB, mammea B/BA + B/BB ¢ mammea C/OA + C/OB mostraram
importante atividade (Clso < 4.05 uM), j& a mistura mammea B/BA ciclo F + B/BB cicloF e a

isomammeina apresentou pequena atividade inibitoria das células tumorais. O triterpeno
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friedelino foi citotoxico somente para as linhagens PC3 e U254 e as outras substancias
testadas ndo apresentaram atividade. Também foram realizados testes de inibicdo da
transcriptase reversa do HIV-1, no entanto nenhuma das substincias inibiram a atividade
desta enzima. Também foram testadas as atividades antibacteriana destas substancias
utilizando 14 espécies diferentes de bactérias; somente a mammea A/BA + A/BB e a
mammea C/OA + C/OB inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus, S. Epidermidis e
Bacillus subtilis.

Abe et al. (2004) avaliaram a atividade tripanosomicida da C. brasiliense frente a
formas epimastigotas e tripomastigota de Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de
Chagas. Para o estudo foi preparado o extrato da madeira em metanol:acetona (2:1) e este
apresentou MCjoo = 0,5 mg/mL frente as formas epimastigotas, a partir deste extrato foram
obtidas 3 fracdes (metanol 60%, metanol e acetato de etila), estas também foram testadas para
as formas epimastigotas e apresentaram MCjgo > 1000 pg/mL, MCjgo= 250 pg/mL e MCjq >
1000 pg/mL, respectivamente. A partir da fragdo em metanol foram isoladas 4 xantonas
denominadas jacareubina (Figura 1, p. 43), 6-deoxijacareubina, 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3-metil-
2-butenil)xantona e¢ a 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutenil)xantona, estas foram
testadas frente as formas epimastigota e tripomastigota. Desta forma, frente as epimastigotas a
jacareubina e a 6-deoxijacareubina apresentaram MCjgp = 50 pg/mL e as outras duas MCygp =
70 ng/mL e MCig9 > 300 pg/mL, respectivamente. Ja frente as tripomastigotas apresentaram
MCipp = 15 pg/mL; MCjo = 200 pg/mL; MCjo = 40 ug/mL e MCjg > 200 pg/mL
respectivamente. Este estudo mostrou importante atividade tripanosomicida das xantonas
jacareubina (Figura 1, p. 43), 6-deoxijacareubina, 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3-metil-2-
butenil)xantona.

Huerta-Reyes et al. (2004) isolaram a partir dos extratos em hexano, em acetona e em

metanol das folhas da C. brasiliense as substancias: calofilol, fridelino, acido apetalico, acido
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isoapetalico e o seu isomero, amentoflavona, (+) calanolideo A (Figura 1, p. 43), (-)
calanolideo B, (+) calanolideo C ¢ o soulatrolideo. Destes (+) calanolideo A (Figura 1, p. 43),
(-) calanolideo B ¢ o soulatrolideo apresentaram atividade frente ao HIV-1 RT.

Pretto et al. (2004) ensaiaram extratos metanolicos obtidos das raizes, caule, folhas,
flores e frutos da C. brasiliense, todos os extratos apresentaram atividade frente a bactéria
Gram-positiva, ndo apresentando atividade frente a bactéria Gram-negativa e leveduras
testadas. A partir destes extratos foram isolados 4cido brasiliensico, acido galico,
epicatequina, acido protocatéquico, friedelino, e a 1,5 diidroxixantona. Somente o 4cido
protocatéquico demonstrou atividade frente a todos os microorganismos testados e a 1,5
diidroxixantona apresentou atividade somente frente a bactéria Gram-positiva.

Isaias et al. (2004) analisaram os efeitos antinociceptivos de algumas fragdes obtidas a
partir das raizes, flores e frutos da C. brasiliense, utilizando os modelos de dor induzida por
formalina e contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em ratos. A partir da fragdo
em cloroféormio das raizes foram isolados: o friedelino e a 1,5-diidroxixantona, estes
apresentaram propriedades antinociceptivas sendo mais potentes que o acido acetilsalicilico e
0 acetoaminofeno.

Gasparotto-Junior et al. (2005) avaliaram a atividade moluscicida C. brasiliense frente
ao caramujo Biomphalaria glabrata, molusco vetor da esquistossomose. Para este estudo
foram preparados extratos hidroetanolicos 90% das folhas e dos galhos. A parte do extrato das
folhas soltivel em diclorometano apresentou maior atividade que os demais, sendo a atividade
moluscicida minima 25 ppm (100% mortalidade). A fragdo em hexano deste extrato
apresentou atividade moluscicida minima em 1,2 ppm; a partir desta fracdo foi isolada pela
primeira vez a cumarina 4-substituida ((-)mammea A/BB) na espécie C. brasiliense e esta
apresentou DLsy= 0,67 ppm e DLgy= 1,47 ppm; sugerindo que esta substincia pode ser um

substituto em potencial para o moluscicida sintético niclosamida.
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Yasunaka et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de varios extratos
preparados a partir das folhas e da madeira C. brasiliense bem como as substancias isoladas
dos mesmos. O extrato em acetona das folhas apresentou melhor atividade frente as cepas de
Staphylococcus aureus (CIM = 2 pg/mL). No entanto, a partir das folhas foram isolados o
triterpeno friedelino e a cumarina mammea A/BA, ja da madeira foram isoladas as xantonas:
jacareubina (Figura 1, p. 43); 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3,33-dimetilalil) xantona e a 6-
deoxijacareubina. As substancias, mammea A/BA, jacareubina (Figura 1, p. 43) e 1,3,5,6-
tetraidroxi-2-(3,33-dimetilalil) xantona foram ativas frente as cepas de S. aureus (resistente e
sensivel meticilina) e a 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3,33-dimetilalil) xantona e a 6-deoxijacareubina
foram ativas frente a Escherichia coli.

Emendorfer et al. (2005) estudaram a atividade antiespasmodica (in vitro) do extrato
metandlico das folhas da C. brasiliense, utilizando isolados de ileo de cobaia e duodeno de
rato. Este extrato apresentou significante efeito inibitdrio ndo competitivo ¢ concentragao
dependente, da resposta contratil promovida pela acetilcolina sob ileo de cobaia Clsy = 1,47
mg/mL (0,64-3,42) e sobre duodeno de rato Clso= 0,18 mg/mL (0,15-0,24).

Considerando-se que a leishmaniose tegumentar americana ¢ uma doenca prevalente e
de alta incidéncia em varios paises do mundo entre eles o Brasil e que estudos mostraram que
o extrato metanodlico das folhas da Calophyllum kunstleri apresentou atividade leishmanicida
frente a Leishmania major (TAKAHASHI et al., 2004) e que o extrato em metanol: acetona
(2:1) da madeira da Calophyllum brasiliense, assim como as xantonas isoladas deste extrato
apresentram atividade tripanosomicida (ABE et al., 2004) como descritos anteriormente torna
interessante o estudo do género Calophyllum, ja que este apresenta substancias responsaveis
por possiveis atividade antiprotozodrios.

Desta maneira surgiu o interesse no estudo da atividade antileishmania do

Calophyllum brasiliense frente a Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis, bem
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como no isolamento da substancia que apresenta esta atividade. Também surgiu o interesse
em complementar estes estudos avaliando, o efeito citotoxico da substancia responsavel pela
atividade antileishmania sobre os macrofagos J774G8 e as alteracdes ultraestruturais nos

protozoarios tratados com a substancia ativa.
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2 OBJETIVOS

Realizar estudos utilizando as folhas da espécie vegetal Calophyllum brasiliense, visando:

e Efetuar o processo de extracdo, isolamento e identificagdo quimica de substancias a partir
do po6 das folhas do C. brasiliense.

e (Caracterizar o extrato das folhas da C. brasiliense por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a espectrometria de massas.

e Fracionar o extrato bruto e purificar as fracdes que apresentarem atividade biolégica por
métodos cromatograficos classicos, assim como identificar, por meio de instrumentos de
analise quimica, a substancia quimica com atividade biologica.

e Verificar o efeito dos extratos brutos, das fracdes e das substincias isoladas sobre
crescimento das formas promastigotas de Leishmania braziliensis e L. amazonensis
formas amastigotas axénicas de L. amazonensis.

e Realizar ensaios de citotoxicidade da substincia com atividade antileishmania, frente
cultura de macrofagos J774GS.

e Avaliar por microscopia eletronica de transmissdo, as alteracdes ultraestruturais em

formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a substancia biologicamente ativa.

(&%
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTUDO QUIMICO

3.1.1 Material Vegetal

A matéria prima utilizada neste estudo consistiu das folhas do Calophyllum brasiliense
Camb. (Clusiaceae), as quais foram coletadas na Ilha do Cardoso localizada no Estado de Sao
Paulo, pela professora Doutora Maria Claudia Young em marco de 2001, e a exsicata foi
depositada como documento taxonémico no Herbario do Instituto de Botanica de Sdo Paulo,

sob niimero de registro SP363818.

3.1.2 Processamento do Material Vegetal

As folhas do Calophyllum brasiliense Camb. foram secas em estufa de ar circulante
(QUIMIS®, modelo Q-31), trituradas em moinho de facas Tecnal Marconi® (modelo TE

048), acondicionadas e armazenadas em local seco e ao abrigo da luz.

3.1.3 Dados Espectroscopicos e Espectrométricos

Para identificagdo das substancias puras foram utilizados métodos espectroscopicos e
espectrométricos.

Os espectros de massas foram obtidos em espectrometro de massas equipado com
interface APCI no modo negativo e ESI-MS/MS (modo negativo) — MICROMASS

QUATTRO LC do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.
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As andlises por ressonancia magnética nuclear (RMN), unidimensionais de 'H, "°C,
DEPT e bidimensionais de COSY, HSQC ¢ HMBC foram realizadas no laboratorio de
Quimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa
(UEM) utilizando espectrometro VARIAN, modelo GEMINI 2000 BB, 300 MHz para 'H,
COSY, HSQC ¢ HMBC ¢ 75,5 MHz para °C e DEPT. Algumas analises por RMN
bidimensionais de HMBC, HSQC e novamente COSY, foram realizadas no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos utilizando espectrometro BRUCKER,
modelo DRX-400 de 400 MHz. Para a obteng¢ao dos espectros foi utilizado solvente deuterado
(ALDRICH®) apropriado, em fun¢@o da solubilidade da substancia a ser analisada e como

referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) (& = 0,0 ppm).

3.1.4 Técnicas Cromatograficas

3.1.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a realizacdo da CCD foram utilizadas placas de vidro de 5,0 x 10,0 cm preparadas
com 0,25 mm de silica gel GFas4 (MERCK™), ativadas a 105-110 °C por 30 minutos de
acordo com Lopes (1997) e cromatoplacas pré-fabricadas de aluminio Kieselgel 60 Fjs4
(MERCK®), 20,0 x 20,0 cm com 0,2 mm de espessura. Como fases moveis foram utilizados
solventes puros, misturas binarias e terciarias de polaridades diferentes de acordo com a
caracteristica quimica das substincias presentes. Os solventes utilizados apresentavam grau
p.a (SYNTH® e NUCLEAR®).

A visualizagdo das substancias nas placas de CCD foi realizada por radiacdo com luz

UV (A=254 ¢ 366 nm), e apds revelagdo utilizando reativo de Godan (solugdo etandlica de
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vanilina 1% e solugdo aquosa de acido perclorico 3%). Para revelar foi necessario colocar na

estufa 105-110 °C até o aparecimento das manchas (WAGNER, 1984).

3.1.4.2 Cromatografia em coluna de adsor¢ao

Esta técnica cromatografica foi utilizada na purificacdo de algumas fracdes. Para o
fracionamento foram utilizadas colunas de vidro de diversas dimensdes, preparadas segundo
os procedimentos descritos por Vichenewski (1997). Como fase estacionaria foi utilizada
silica gel 60 (70 — 230 mesh ASTM — MERCK™). Para a eluigdo das colunas cromatogréficas
por adsorcdo foram desenvolvidos varios sistemas eluentes de diferentes polaridades de
acordo com a caracteristica quimica das substancias a serem eluidas. Foram utilizados
solventes puros (grau p.a) e misturas de solventes, variando a propor¢do entre os mesmos. As
fragdes foram eluidas da coluna por solventes em ordem crescente de polaridade e coletadas
em tubos de ensaio. Posteriormente foram cromatografadas utilizando cromatografia em
camada delgada e apds revelacdo utilizando reativo de Godan as fragdes foram reunidas de
acordo com a semelhanca quimica. Em seguida foram concentradas em aparelho evaporador
rotatério (modelo: R-114 — BUCHI) a pressdo reduzida com temperatura de 35-40 °C até
completa eliminagdo do solvente, estas foram colocadas em recipientes de vidro, liofilizadas

(liofilizador — modelo: 1-2 CHRIST ALPHA) e armazenadas em freezer (-10 °C).

3.1.4.3 Cromatografia em coluna de adsor¢ao a pressao reduzida

Para o fracionamento dos extratos foram utilizadas colunas cromatograficas de vidro

com 3,0 cm de didmetro e 35,0 cm de comprimento, acoplada a Kitasato e este conectado a

uma bomba de vacuo.
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A coluna cromatografica foi preparada seguindo os procedimentos descritos por
Vichenewski (1997). Como fase estacionaria foi utilizada silica gel 60 (70 — 230 mesh) e
como fase moével, solventes puros (grau p.a) ou misturas destes ou seja foram preparados
varios sistemas eluentes de diferentes polaridades de acordo com a caracteristica quimica das
substancias a serem eluidas. Em seguida, todas as fracdes foram analisadas por cramatografia
em camada delgada e concentradas em aparelho evaporador rotatorio a pressdo reduzida com
temperatura de 35-40 °C até completa eliminacdo do solvente. As fra¢cdes concentradas foram
colocadas em recipientes de vidro de diferentes dimensdes dependendo do volume de cada

fracdo e posteriormente estas fracdes foram liofilizadas e armazenadas em freezer (-10 °C).

3.1.4.4 Cromatografia por filtracdo em gel de SEPHADEX LH-20

Esta técnica cromatografica foi utilizada na purificagdo de algumas fracdes. Para o
fracionamento em coluna cromatografica por filtragdo ou exclusdo foram utilizadas colunas
de vidro de diversas dimensdes, como fase estacionaria a resina SEPHADEX® LH-20,
conforme descrito por Still (1978) e Rothschild (1997). Como fases moveis foram preparados
sistemas eluentes cujas polaridades variam de acordo com as caracteristicas quimicas das
fragdes que foram cramatografadas. Para preparar os sistemas eluentes foram utilizados
solventes puros (grau p.a) e misturas de solventes variando a propor¢ao entre os mesmos. No
entanto, a cromatografia em coluna foi desenvolvida pelo modo isocratico, ou seja, foi
utilizado somente um sistema eluente para cromatografar uma determinada amostra, as
fracGes eluidas da coluna foram coletadas em tubos de ensaio. Posteriormente, foram
cromatografadas utilizando cromatografia em camada delgada, e as fragdes foram reunidas de
acordo com a semelhanca quimica. Em seguida foram concentradas em aparelho evaporador

rotatorio a pressdo reduzida com temperatura de 35-40 °C até completa eliminagdo do
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solvente, estas foram colocadas em recipientes de vidro, liofilizadas e armazenadas em freezer

(-10 °C).

3.1.4.5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

(CLAE-EM)

As analises por CLAE foram realizadas nas seguintes condi¢des: sistema controlador
Shimadzu (SCL-10A) equipado com detector de arranjo de fotodiodo (SPP-M10AVP), injetor
automatico (SIL-10ADVP), duas bombas de solvente A (LC-10ADvp) (agua milliQ) e B
(acetonitrila) (LC-10AD), sistema controlador (SCL-10A) e computador com Software
(CLASS-VP 5.032) para aquisi¢ao de dados, foi utilizada coluna de fase reversa Metasil ODS
(MetaChem), 150X4,6 mm com particula de 5 um. A andlise qualitativa foi realizada
utilizando um sistema gradiente: acetonitrila: agua 5:95 v/v a 55:45 (0-10min.), 55:45 v/v a
80:20 (10-20min.), 80:20 v/v a 100% de acetonitrila (20-30min.) e 100% de acetonitrila (30-
40min.). A vazdo da fase mével permaneceu a 0,6 mL/min. O detector utilizado foi de arranjo
de diodos (DAD) de 200 nm a 420 nm, monitorado num comprimento de onda de 254 nm.
As analises foram procedidas em cromatografo liquido acoplado ao espectrometro de massa
Micromass Quattro LC, utilizando—se uma interface APCI no modo negativo.

Para esta avaliacdo foi preparada uma amostra do extrato em diclorometano (RF) das
folhas de C. brasiliense nas concentracdes de 30 mg/mL em metanol e amostras das
substancias puras na concentragdo de 1 mg/mL em metanol, estas foram filtradas em filtro
Millex® e 20 ul do extrato e 10 ul das substincias puras foram injetadas no aparelho de

CLAE.
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3.1.5 Extracao, Fracionamento e Isolamento dos Constituintes Quimicos

3.1.5.1 Preparo dos Extratos Brutos

As folhas secas (990 g) foram trituradas em moinho de facas e extraidas
exaustivamente pelo processo de maceragdo a frio até esgotamento (PRISTA et al., 1975), a
temperatura ambiente em local protegido da luz, utilizando como liquido extrator etanol/agua
9:1 (v/v). Para cada 50,0 g do p6 da planta foram utilizados 500 mL de liquido extrator. Os
extratos hidroalcodlicos obtidos foram filtrados e concentrados a pressdo reduzida em
evaporador rotatorio a temperatura de 35-40 °C até eliminacdo total do solvente organico, a
parte soluvel em agua foi congelada em nitrogénio liquido e liofilizada, sendo o produto final
denominado LF (LF= liofilizado das folhas). J4 a parte do extrato insolivel em agua
(residuo) foi solubilizado em diclorometano e rotaecvaporado a 35-40 °C até eliminagdo do
solvente, sendo denominado RF (RF= extrato residual das folhas). Ambos os extratos RF=
30,87 g e LF=149,3 g (Fluxograma 1, p. 62) foram armazenados ao abrigo da luz em freezer
(-10 °C) para posteriormente serem submetidos aos testes de atividade bioldgica e/ou
fracionamento e purificagdo por métodos cromatograficos.

Os extratos brutos RF e LF foram analisados por cromatografia em camada delgada

(CCD), eluidos em fase movel hexano:acetato de etila (50:50, v/v).
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Material Vegetal (985 g)

Processo de maceracdo
Solvente hidroetanodlico 90%

Extrato hidroetanolico 90%

Filtracdo e Concentragdo

Liofilizagdo Residuo
Liofilizado Residuo soluvel em diclorometano
LF=149,3748 g RF=30,87¢g

Fluxograma 1: Procedimento para obtengao dos extratos brutos hidroetandlicos 90% a partir
das folhas secas e moidas do Calophyllum brasiliense Cambess.

3.1.5.2 Fracionamento do extrato bruto residual das folhas soluvel em diclorometano

(RF)

Baseando-se nos resultos obtidos nos ensaios bioldgicos, o extrato bruto residual das
folhas do Calophyllum brasiliense solivel em diclorometano (RF) apresentou melhor
atividade antileishmania e este foi fracionado por cromatografia em coluna de adsor¢do a
pressdo reduzida, utilizando como fase mdvel, solventes organicos de polaridades crescentes
(Fluxograma 2A, p. 64), onde 23,54 g do extrato RF foram incorporados em almofariz de
porcelana a 140,0 g de silica gel 60 (70-230 mesh) com o auxilio de diclorometano, esta

mistura de silica e extrato foi empacotada a coluna de vidro com 3,0 x 35,0 cm. A coluna foi



63

eluida utilizando solventes em ordem crescente de polaridade (Tabela 1, p. 63). As fragdes
foram concentradas em evaporador rotatorio, evaporadas a temperatura ambiente e em
seguida pesadas e mantidas em freezer (-10 °C). As 09 fragdes obtidas foram analisadas por

CCD utilizando fases moveis apropriadas.

Tabela 1: Sistemas eluentes para o fracionamento do extrato bruto residual das folhas do
Calophyllum brasiliense Camb. soluvel em diclorometano (RF) por cromatografia em coluna

de adsorcdo a vacuo.

Quantidade utilizada Fragdo/quantidade

Sistema Eluente Proporgao (mL) obtida
Hexano - 1000 F1=8,7312 ¢
Hexano:Diclorometano 50:50 300 F2=1,8251¢g
Diclorometano - 700" F3=631,0 mg
Diclorometano:Acetato de 90:10 300 F4 =883,2 mg
etila
Diclorometano:Acetato de 80:20 300 F5=608,5 mg
etila
Diclorometano:Acetato de 50:50 300 F6=1,1107¢g
etila .
Acetato de etila - 700 F7=22581g¢g
Metanol - 700" F8=5,4738 g
Metanol:Agua 90:10 500 F9=95,7mg

*Até completa extracio
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23,54 ¢
Fluxograma 2A CC (Silica gel 60) sobre
pressdo reduzida
FM 1 FM 2 FM 3 FM 4 FM 5 FM 6 FM 7 FM 8 FM 9
F1 F2 F3 F4 F5 Fé F7 F8 F9

8,7312 g 1,8251 g 631,0 mg 883,2 mg 608,5 mg 1,1107 g 2,2581 g 54738 g 95,7 mg

Fluxograma 2B Fluxograma 2C

C.C. Silica gel 60 C.C.Sephadex LH 20
FH-1 FH-122 FAC-48 FAC-53

Fase Movel da CC: FM1= Hexano; FM2= Hexano:Diclorometano (50:50); FM3=

Diclorometano;

FM4=

Diclorometano:Acetato

etila

(90:10)

FM5=

Diclorometano:Acetato de etila (80:20); FM6= Diclorometano:Acetato de ectila
(50:50); FM7= Acetato de etila; FM8= Metanol; FM9 Metanol:agua (90:10)

Fluxograma 2: Procedimento para isolamento e purificacdo dos constituintes do estrato residual das folhas do C. brasiliense soltiveis
em diclorometano (RF). 2B fracionamento da fra¢ao hexano (FH1); 2C fracionamento da fragdo acetato de etila (FAC?7).
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3.1.5.3 Fracionamento da Fracio Hexano (F1)

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios leishmanicidas in vitro e da analise
por CCD das fragdes obtidas a partir do extrato bruto residual (RF) soltivel em diclorometano,
a fracdo hexano (8,7312 g) foi selecionada para o isolamento da(s) substancia(s) pura(s).

A fragdo hexano foi submetida ao processo de cromatografia em coluna de adsorcao,
onde 5,0 g da referida fragdo foi cromatogratada com 45,0 g de silica gel 60 (70-230 mesh)
em coluna de 1,5 x 25,0 cm, empacotada com hexano (Fluxograma 2B, p. 64) e eluida com
solventes de polaridades crescentes (Fluxograma 3, p. 66), desta forma, foram obtidas 122
fracdes, as quais foram analisadas por CCD. As fragdes que apresentaram semelhancas
cromatograficas foram reunidas, re-cromatografadas em CCD e em seguida evaporadas a
temperatura ambiente. As fra¢cdes foram denominadas de FH-1 a FH-122 (Fluxograma 3, p.

66) pesadas e mantidas em freezer (-10 °C).

3.1.5.4 Isolamento da substiancia bioativa a partir da fracdo hexano

A substancia pura foi obtida a partir do fracionamento da fragdo hexano (Fluxograma
2B). As fragdes de interesse FH-9 a FH-12 com identidade cromatografica foram reunidas,
obtendo-se a subfragdo F1.12 (58,2 mg). A subfracao foi analisada em CCD, utilizando como
fase movel Hexano: Acetato de etila (95:5), a cromatoplaca foi visualizada através de
radiacdo UV; e apds a revelagdo, com reativo de Godan (Fluxograma 3). A subfracdo F1.12
foi identificada pelas andlises espectrométricas descritas em 3.1.3 e por comparagdo com 0s
dados registrados na literatura como sendo uma cumarina (substancia pura). Em seguida foi

submetida aos ensaios leishmanicidas.



Fracao Hexano (F1)

5,00 g
Fluxograma 3 CC (Silica gel 60)
FMI1
FH-1 FH-9 T FH - 12
F1.12
58,2 mg

Fase Movel da CC: FM1

Hexano:Diclorometano

= Hexano; FM2 = Hexano:Diclorometano (98:2);
(95:5); FM4 = Hexano:Diclorometano

FH - 122

(90:10);

FM3
FMS5
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Hexano:Diclorometano (80:20); FM6 = Hexano:Diclorometano (50:50); FM7 = Diclorometano; FM8
= Diclorometano:Acetato de etila (98:2); FM9 = Diclorometano:Acetato de etila (95:5); FM10 =
Diclorometano:Acetato de etila (90:10); FM11 = Diclorometano:Acetato de etila (80:20); FM12 =

Diclorometano: Acetato de etila (50:50); FM13 = Acetato de etila; FM14 = Metanol.

Fluxograma 3 - [solamento da substancia bioativa a partir da fragdo hexano.
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3.1.5.5 Fracionamento da fracio acetato de etila (F7)

De acordo com a analise por CCD das fragdes obtidas a partir do extrato bruto residual
soluvel em diclorometano (RF), a fracdo acetato de etila (F7) (2,26 g) foi selecionada para o
estudo fitoquimico.

A fragdo acetato de etila (F7) foi submetida ao processo de cromatografia em coluna
por filtragdo utilizando como fase em estacionaria resina SEPHADEX® LH-20 pelo método
isocratico, ou seja, como eluente foi utilizado somente Cloroférmio:Metanol (1:1). A fragdo
foi solubilizada em Cloroférmio:Metanol (1:1) e aplicada em coluna de dimensoes 1,5 x 25,0
cm, (Fluxograma 2C, p. 64). Foram obtidas 84 fragdes, as quais foram analisadas em CCD.
As fragdes que apresentaram semelhancas cromatograficas foram reunidas, re-
cromatografadas em CCD e em seguida evaporadas a temperatura ambiente. As fragdes foram

denominadas de FH-1 a FH-84 (Fluxograma 4, p. 68) pesadas e mantidas em freezer (-10 °C).

3.1.5.6 Isolamento da substincia F7.53

A substancia F7.53 foi obtida a partir do fracionamento da fragdo acetato de etila (F7)
(Fluxograma 2C, p. 64). As fracdes de interesse FH-48 a FH-53 apresentaram identidade
cromatografica e foram reunidas, obtendo-se a subfracdo F7.53 (276,4 mg). A subfracdo foi
analisada em CCD, utilizando como fase mével Cloroformio:Acetona (1:1), a cromatoplaca
foi visualizada através de radiacdo UV; e apds a revelacdo, com reativo de Godan
(Fluxograma 4, p. 68). A subfragdo F7.53 foi identificada pelas andlises espectrométricas
descritas em 3.1.3 e por comparagdo com os dados registrados na literatura como sendo o
biflavonoide conhecido como Amentoflavona. Este em seguida foi submetida aos ensaios

antileishmania.



226 ¢

Fragdo Acetato de Etila (F7)

Fluxograma 4

C.C. SEPHADEX LH20

FAC-1

FM1

FAC - 48

FAC-53

F7.53
276,5 mg

Fase Moével da CC: FM1 = Cloroférmio:Metanol (1:1)

FAC - 84

68

Fluxograma 4: Isolamento da substancia F7.53 a partir da fracdo acetato de etila.
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3.2 ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DA Calophyllum brasiliense.

3.2.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DA C. brasiliense FRENTE A

Leishmania (Viannia) braziliensis.

3.2.1.1 Cultura das formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis

(FERREIRA et al., 2004)

Para o estudo foram utilizadas formas promastigotas (extracelulares) da Leishmania
(Viannia) braziliensis cepa MHOM/BR1987/M11272. As formas promastigotas foram
cultivadas em frascos para cultura de células de 25cm” até a fase log de crescimento utilizando
o meio Drosophila de Schneider suplementado com soro fetal bovino a 10% (v/v) inativado
por aquecimento (56 °C por 30 minutos). O meio foi esterilizado por filtragdo em membrana
com porosidade de 0,22 um. As culturas foram mantidas em estufa B.O.D (FANEM modelo
347 F) a 25 °C. Para os experimentos, as formas promastigotas foram ressuspensas em meio
fresco e contadas em cdmara de Neubauer, ajustando a concentragio destas a 4x10°
células/mL. Para a manutengdo das culturas de protozoarios, estes foram submetidos a

repiques semanais.

3.2.1.2 Avaliacdo da atividade antileishmania do Calophyllum brasiliense frente ao
crescimento de formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis (FERREIRA

et al., 2004)

Para avaliar o efeito dos extratos (RF) e (LF), da fragdo (F1) e das substancias puras

(F1.12) ¢ (F7.53) sobre o crescimento das formas promastigotas da Leishmania (V.)
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braziliensis, foram pesados Smg e diluidos em 500 uL. de DMSO (dimetilsulféxido — SIGMA
CHEMICAL Co, St Louis, MO, USA®) ¢ a partir desta solugdo estoque foram preparadas
concentragdes de 320 pg/mL a 0,125 pg/mL e estas foram adicionadas as culturas de formas
promastigotas contendo 4x10° células/mL na fase log (exponencial) de crescimento, ou seja
72 horas ap6s subcultivo. Estas culturas de formas promastigotas foram suplementadas com
10% de soro fetal bovino inativado e incubadas em repouso a 25 °C em estufa por 24 horas.
Os experimentos foram realizados em placa de 96 pocos (TPP®). O crescimento foi avaliado
apos incubacdo 24 horas, através da diluicdo da cultura de protozoarios em formalina 5% e
contagem das células em hemocitometro (cdmara de Neubauer). As contagens foram
comparadas com os controles. Como parametros de comparacdo foram preparados os
controles de cultura dos protozoarios sem adi¢do dos extratos, da fracdo ou das substancias, ¢
com adi¢ao de pequenos volumes de DMSO utilizados para solubilizar os extratos, a fracdo e
as substancias a serem testadas, onde a maior concentracdo utilizada ndo ultrapassou 1,0%
(v/v). Também foi utilizado como droga referéncia o Isetionato de pentamidina (Eurofarma).

Os experimentos foram realizados em triplicata em momentos diferentes.

3.2.1.3 Analise estatistica

A DLs, foi determinada por analises de regressdo linear da porcentagem de inibicao,

com limite de 10%, utilizando o programa Microsoft Office Excel 2003, Windows XP

(FERREIRA et al., 2004).
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3.2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DA C. brasiliense FRENTE A

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

3.2.2.1 Cultura das formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Para o estudo foi utilizada a cepa de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHOM/BR/75/JOSEFA), que foi originalmente isolada pelo Dr. César A. C. Cuba
(Universidade Federal de Brasilia, Distrito Federal, DF) de um paciente com leishmaniose
cutanea difusa.

As formas promastigotas foram cultivadas e mantidas como descrito por Chang e
Hendricks (1985). Para o cultivo foram utilizados frascos para cultura de células de 25 cm’
contendo meio Warren (infusdo de cérebro e coracdo DIFCO® + hemina + 4cido folico) pH
7,0 esterilizado por autoclavagdo a 121 °C por 15 minutos, suplementado com 10% de soro
fetal bovino (GIBCO®), inativado a 56 °C por 30 minutos. As culturas foram mantidas em
estufa B.O.D. (FANEM modelo 347 F) a 25 °C. Para a manuten¢do da cultura de
protozoarios, estas foram submetidas a repiques semanais e para os experimentos, foram
utilizadas culturas na fase logaritmica de crescimento, ou seja, 48 horas de incubagdo apos

subcultivo.

3.2.2.2 Cultura das formas amastigotas axénicas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis.

Para o estudo as formas amastigotas axénicas foram cultivadas e mantidas em frascos

para cultura de células de 25 cm” contendo meio de Schneider (SIGMA®) pH 4,6 esterilizado
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por filtragdo em membrana com porosidade de 0,22 wm, suplementado com 20% de soro fetal
bovino, inativado a 56 °C por 30 minutos. As culturas foram mantidas em estufa B.O.D a 32
°C. Para a manutencdo da cultura de protozoarios, estas foram submetidas a repiques
semanais e para os experimentos, foram utilizadas culturas na fase logaritmica de

crescimento, ou seja, apos 72 horas de incubagdo apds subcultivo.

3.2.2.3 Preparo das solugoes estoque das drogas.

Para o preparo de uma solucao de 16 mg/mL do extrato (RF) e da fragdo hexano (F1)
da C. brasiliense, foram pesados exatamente 16 mg da amostra em tubos Eppendorf estéril,
adicionou-se 100 uL. de DMSO (dimetilsulfoxido — SIGMA CHEMICAL Co, St Louis, MO,
USA®) e agitou-se vigorosamente em agitador Vortex® até a dissolucdo completa.
Completou-se o volume para 1000 pL. com 900 pL de meio de cultura, obtendo-se assim uma
solugdo estoque do extrato e da fracdo que foram utilizadas nos experimentos, a partir das
quais foram preparadas as demais concentragdes.

Para o preparo da solucdo estoque 1,0 mg/mL da substancia purificada (F1.12) a partir
da C. brasiliense, foi pesado exatamente 1,0 mg da amostra em tubos Eppendorf estéreis,
adicionou-se 100 puL de DMSO, agitou-se vigorosamente em agitador Vortex® até a
dissolug¢do completa. Completou-se o volume para 1000 uLL com 900 puLL de meio de cultura,
obtendo-se assim uma solucdo estoque 1000 pg/mL da substancia, a partir da qual foram

obtidas as demais concentragoes.
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3.2.2.4 Avaliagdo da atividade antileishmania do Calophyllum brasiliense frente ao

crescimento de formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Para avaliar a atividade do extrato (RF) ¢ da fracdo hexano (F1) e da substancia
(F1.12) frente ao crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis, véarias
concentragdes do extrato, da fragdo e da substancia foram adicionadas ao meio de cultura
contendo 1,0 x 10° protozoarios/mL na fase exponencial de crescimento, obtendo-se as
seguintes concentracdes finais, para (RF) e (F1) (160, 80, 40, 20, 10 pug/mL) e para (F1.12)
(40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 ng/mL). Para estabelecer um parametro de comparacdo, foram
utilizados como controles, culturas de protozoarios sem adicdo de extrato, fragdo ou
substancia pura e culturas com adi¢do de pequenos volumes de DMSO utilizados para
solubilizar o extrato, a fragdo e a substincia, onde a maior concentracdo utilizada nao
ultrapassou 1,0% (v/v). Nos experimentos as culturas das formas promastigotas foram
suplementadas com 10% de soro fetal bovino e incubadas a 25 °C. Estes experimentos foram
realizados em placas de 24 pogos (TPP®) e incubados em repouso por um periodo de até 72
horas. O crescimento foi avaliado 24, 48 e 72 horas apds incubacado, através da diluicdo da
cultura de protozoarios em formalina 5% e contagem das células em hemocitometro (camara

de Neubauer). Os experimentos foram realizados em triplicata em trés momentos diferentes.

3.2.2.5 Avaliacdo da atividade antileishmania do Calophyllum brasiliense frente ao

crescimento de formas amastigotas axénicas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Para avaliar a atividade do extrato (RF) e da fragdo hexano (F1) e da substancia
(F1.12) frente ao crescimento das formas amastigotas (axénicas) de L. amazonensis, varias
concentragdes do extrato, da fragdo e¢ da substancia foram adicionadas ao meio de cultura

6 - . .
contendo 1,0 x 10 protozoarios/mL na fase exponencial de crescimento, obtendo-se as
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seguintes concentracdes finais, para (RF) (160; 80; 40; 20; 10; 5; 1 pug/mL), para (F1) (80; 40;
20; 10; 5; 1; 0,5 pg/mL) e para (F1.12) (40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 pg/mL). Para
estabelecer um parametro de comparacdo, foram utilizados como controles, culturas de
protozoarios sem adi¢do de extrato, a fragdo ou substancia pura e culturas com adig¢do de
pequenos volumes de DMSO utilizados para solubilizar o extrato, a fracdo e a substancia,
onde a maior concentracdo utilizada ndo ultrapassou 1,0% (v/v). As culturas das formas
amastigotas foram suplementadas com 20% de soro fetal bovino e incubadas a 32 °C. Estes
experimentos foram realizados em placas de 24 pogos e incubados a 32 °C em repouso por um
periodo de até 72 horas. O crescimento foi avaliado diariamente 24, 48 e 72 horas apoés
incubacdo, através da dilui¢do da cultura de protozoarios em formalina 5% e contagem das
células em hemocitometro (camara de Neubauer). Os experimentos foram realizados em

triplicata em trés momentos diferentes.

3.2.3 Estudo da citotoxicidade da substincia pura (F1.12) em macrofagos J774G8

3.2.3.1 Cultura de macrofagos J774G8

Os macrofagos da linhagem continua J774G8 foram cultivados em frascos de cultura
de células de 25 cm® em meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO®) pH 7.2; o qual foi
previamente esterilizado por processo de filtragdo em membrana com porosidade de 0,22 pwm.
O meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por 30 minutos a 56 °C e as
culturas foram mantidas em estufa (FISCHER SCIENTIFIC) a temperatura de 37 °C e sob
tensdao de 5% de CO,. O meio de cultura suplementado com soro fetal bovino foi substituido
diariamente nas culturas de células. Para a manutencdo das culturas de macrofagos, estas

foram repicadas de 3 em 3 dias.



75

3.2.3.2 Ensaio de citotoxicidade em macroéfagos J774G8

Para verificar a toxicidade da substancia pura (F1.12) foram utilizados macréfagos de
linhagem continua J774G8. O experimento foi realizado em placas de 96 pocos, onde foram
adicionados 5 x 10* macréfagos/pogo e entdo incubados com RPMI-1640 pH 7.2,
suplementado com 10% de soro fetal bovino por 24 horas a 37 °C e sob tensdo de 5% de CO,,
para haver a formagdo de uma monocamada confluente de células. Apos a formacdo da
monocamada de células, foi retirado o meio colocado no dia anterior ¢ foram adicionadas
diferentes concentracdes da substancia (1000; 500; 250; 100; 50; 25; 10; 5; 1; 0,5 pg/mL).
Ap0s 48 horas de incubagdo em estufa a 37 °C e sob tensdo de 5% de CO,, as células viaveis
foram quantificadas pelo método colorimétrico da sulforrodamina B como descrito por
Papazisis et al. (1997). Para proceder a quantificagdo o meio foi retirado dos pogos e a células
que ficaram aderidas foram fixadas adicionando-se 50 pnL/pogo de acido tricloroacético 10%,
sendo a microplaca foi mantida por 1 hora a 4 °C, apds os pogos foram lavados em agua
corrente, ¢ foram adicionados 50 ulL/pogo de sulforrodamina B (0,4% p/v em solucdo de
acido acético 1%), sendo a microplaca protegida da luz e mantida por 30 minutos a 4 °C, logo
apos os pogos foram lavados com solugao de acido acético 1% e foi adicionados 150 pnL/pogo
de Trisbase 10 mM, a microplaca foi agitada durante 15 minutos ¢ a leitura procedida com o
auxilio de um leitor de Elisa (modelo POWER WAVE XS), em comprimento de onda de 530
nm. Como parametro de comparagdo foi preparado um branco contendo somente meio de
cultura RPMI 1640, um controle de células sem adigdo da substincia e um controle de células
com a adi¢do de pequenos volumes de DMSO utilizados para solubilizar os a substincia
testada, onde a maior concentracdo utilizada nao ultrapassou 1,0% (v/v). Este experimento foi

realizado em triplicata e em trés momentos diferentes.
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3.2.4 Analise das alteracoes ultraestruturais em formas promastigotas de L. amazonensis

(SOUZA, 1998).

Para a avaliacdo das alteragcdes ultraestruturais promovidas pela substancia (-)
mammea A/BB sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, os protozoarios controle e
tratados com Clsg (3,0 pg/mL) e Clgg (5,0 ng/mL) da substancia (-) mammea A/BB isolada da
C. brasiliense foram processados para microscopia eletronica de transmissdo. Desta forma, as
suspensdes contendo 1,0 x 10° protozoarios/mL ndo tratada ou tratada com Clsg (3,0 ug/mL)
e Clyo (5,0 pg/mL) da substancia foram cultivadas em meio Warren pH 7,0 suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado e incubadas durante 72 horas em estufa B. O. D. 25 °C,
apos estas culturas foram centrifugadas (300 G por 10 minutos) e o sobrenadante retirado e
entdo o sedimento contendo os protozoarios foi fixado a 4 °C em solugdo de glutaraldeido
2,5% em tampao cacodilato 0,1 M (pH 7,2). Apods a fixag¢do, os protozoarios foram pos
fixados por 30 minutos em uma solug¢d@o com 1% de tetroxido de ésmio e 0,8% de ferrocianeto
de potassio em tampdo cacodilato 0,1 M. Posteriormente, foram lavados com tampao
cacodilato, desidratados em concentragdes crescentes de acetona e embebido em resina Epon.
Cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrotomo (REICHTER) coletados em grade de
niquel (300 mesh) e entdo contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e

observados ao microscopio eletronico de transmissdo Zeiss 900.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO QUIMICO

4.1.2 Determinacio Estrutural da substincia com atividade biolégica (F1.12).

A fragdo F1.12 (58,2 mg) foi isolada por cromatografia em coluna de silica a partir da
fragdo hexano obtida do extrato residual das folhas da C. brasiliense solivel em
diclorometano (RF) (fluxograma 3, p. 66). Esta fracdo foi identificada pelas analises dos
dados espectrométricos e espectroscopicos como sendo a substancia (-) mammea A/BB, no
entanto, esta estrutura ja havia sido proposta em um trabalho anterior e os dados fisicos,
espectroscopicos e espectrometricos estdo de acordo com os dados publicados por Gasparotto-
Janior et al. (2005). A (-) mammea A/BB ¢ uma substancia cristalina de cor branca, ponto de
fusdo 124-125°C, [a]p= -10 (CHCL3, ¢ 0,14), UV Apax em CHCI;, nm (log €): 240 (4,43),
289 (4,28) € 334 (4,31); IV Vingx cm’': 3440, 2974, 2926, 2845, 1733, 1617, 1597, 1555, 1391,
1229, 1185; ESI-MS/MS: m/z (int. rel. %): 405 [M-H] (24), 333 (36), 305 (51), 277(100);
ESI-MS: m/z (int. rel. %): 405 [M-H] (100); RMN de 'H, RMN de "*C, COSY, DEPT,

HMQC e HMBC (GASPAROTTO-JUNIOR et al. (2005)) 4

(-) mammea A/BB
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4.1.3 Determinacao Estrutural da substancia F7.53.

A substancia F7.53 (276,4 mg) foi isolada da fracao acetato de etila obtida a partir do
extrato residual das folhas da C. brasiliense, solivel em diclorometano (RF) (Fluxograma 4,
p. 68).

A comparagio dos dados espectrométricos RMN 'H ¢ RMN C obtidos com os
valores RMN '3C relatados na literatura (MARKHAM et al.,1987), assim como os demais
dados espectrométricos permitiu a caracterizagdo da substancia F7.53 isolada do C.
brasiliense como sendo um biflavonodide, a amentoflavona que apresenta como formula
molecular C3oH;3010.

No espectro de massas da substincia F7.53 (Figura 3, p. 89) podemos observar o ion
pseudo-molecular sendo detectado a m/z 537 [M-H], apds ionizagdo por desprotonagdo
utilizando interface APCI no modo negativo (Figura 3A, p. 89). O espectro de massas tanden
MS/MS foi obtido por desprotonacao utilizando eletrospray (ESI) no modo negativo e foi
observada a formagao dos ions filhos (Figura 3B, p. 89) a partir do ion pseudo-molecular m/z
537 [M-H], os fragmentos i6nicos a m/z 375 (100,0% abundancia), m/z 443 (13,3%), m/z 417
(31,5%) e a m/z 399 (17,57%) foram formados por perda dos seguintes grupos [CoHgOs],
[C¢HsO] mais um hidrogénio, [CsH¢O] mais dois hidrogénios e¢ [C7H4O3;] mais dois
hidrogénios, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d¢) (Tabela 2, p. 80; Figura 4, p. 90;
Figura 5, p. 91 e Figura 6, p. 92 ) da substancia F7.53 apresentou dois singletos que foram
atribuidos aos hidrogénios de duas hidroxilas uma com dy 12,96 ppm ligada ao C-5 ¢ uma
com Oy 13,09 ppm ligada ao C-5°. Os sinais dos hidrogénios destas hidroxilas foram
visualizados, pois estes fazem ponte com o oxigénio do C-4 e do C-4’’ respectivamente, ja as

demais hidroxilas ndo apresentam os sinais dos protons no espectro por serem muito acidas,
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havendo troca rapida de protons com o solvente. Outros dois sinais de singleto foram
visualizados e atribuidos a dois hidrogénios oleifinicos H-3 ¢ H-3"" com &y 6,82 ppm e Oy
6,78 ppm respectivamente. Nos espectros foram observados varios sinais de carbonos
metinicos na regido dos aromaticos atribuidos aos H-6: dy 6,17 ppm d (J= 2,1 Hz); H-8: oy
6,45 ppm d (J=2,1 Hz); H-2’: 8y 7,99 ppm d (J=2,1Hz); H-5": 8y 7,14 ppm d (J=9,3 Hz); H-
6’: 8y 8,01 ppm dd (J=9,3 Hz; J=2,1 Hz); H-6"": 8y 6,39 ppm, s; H-2""": 8y 7,55 d (J=9 Hz;
2H); H-3""": 8y 6,70 ppm d ( J=9 Hz; 2H); H-5""": 8y 6,70 ppm d ( J=9 Hz; 2H) ¢ H-6’": 8y
7,55 ppm d ( J= 9 Hz; 2H). O H-6 e o H-8 estdo acoplando na posicdo meta; o H-6" esta
acoplando em orto com o H-5" e em meta com o H-2’. O H-6""’est4 acoplando em orto com o
H-5"; e o H-2"" estd acoplando em orto com o H-3"’’. O H-6""" apresenta o mesmo
deslocamento quimico que o H-2""" ¢ 0 H-3"" apresenta mesmo deslocamento quimico que o
H-5""", por serem hidrogénios quimicamente idénticos.

As correlagdes 'H x "H-COSY (300 MHz) observadas no espectro da substancia F7.53

(Figura 7, p. 93) estdo mencionadas na Tabela 2 (p. 80).
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Tabela 2: Dados de RMN 'H (8§ em ppm) (300 MHz) em DMSO-d; e correlagdes observadas

no espectro 'H x 'H-COSY (300 MHz) para a substancia F7.53.

Hidrogénio F7.53 (8u)* "H x "TH-COSY
3 6,82 (s) -
5-OH 12,96 (s) -
6 6,17 (d, J=2,1Hz) H-6, H-8
8 6,45 (d, J=2,1Hz) H-8, H-6
2’ 7,99 (d, J=2,1Hz) H-2’, H-6
5 7,14 (d, J=9,3Hz) H-5’, H-6’
6’ 8,01 (dd, J=9,3Hz; 2,1Hz) H-6’, H-2’, H-5’
3> 6,78 (s) -
5-OH 13,09 (s) -
6" 6,39 (s) -
2 7,55 (d, J= 9Hz) H-2>>’, H-3""
3 6,70 (d, J= 9Hz) H-3>>’, H-2"
5 6,70 (d, J= 9Hz) H-5", H-6""
6’ 7,55 (d, J= 9Hz) H-6",H-5""

*Qs valores de oy (ppm) e J (em Hz) foram calculados do espectro unidimensional (1D) de

RMN 'He (2D) de 'Hx 'H - COSY

amentoflavona
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O espectro de RMN "*C (Tabela 3, p. 82; Figura 8, p. 94), apresentou 30 sinais de
deslocamento quimico que foram atribuidos a substancia F7.53 por comparagdo com o
modelo proposto na literatura para a Amentoflavona (MARKHAM et al.,1987) (Tabela 3, p.
82). A multiplicidade destes carbonos foi verificada através da analise de DEPT 90° e 135°
(Figura 9, p. 95). No espectro de RMN BC os sinais 8¢ 161,7; 163,9; 159,7; 160,8; 162,0;
160,7 ppm foram atribuidos aos C-5, C-7, C-4’, C5”°, C7”’e C4’>’ os quais estdo ligados a
hidroxila. Os sinais d¢c 181,9 e 182,3 ppm foram atribuidos aos carbonos carbonilicos o,
insaturados C-4 e C-4’’ respectivamente. Os sinais d¢ 164,0; 157,6; 104,1; 120,2; 121,6;
164,3; 103,9; 154,7; 103,9 e 121,2 ppm foram atribuidos aos carbonos quaternarios C-2, C-9;
C-10; C-1’, C-3, C2’, C8”°, C-9’, C-10"’e C-1""" respectivamente. Os C-2, C-9, C2”’ e C-
9’ apresentam um deslocamento quimico em campo mais baixo, pois estdo mais
desblindados devido a ligagdo com atomos de oxigénio. Os sinais ¢ 99,1; 94,2; 128,0; 116,4;
131,6; 98,8; 128.4; 116,0; 116,0 e 128,4 ppm foram atribuidos aos carbonos metinicos na
regido dos aromaticos C-6, C-8, C-2°, C-5’, C-6°, C-6°, C-2"’, C-3’’, C-5""’e C-6""". Os
carbonos que estdo fazendo ligacdo com um carbono ligado a hidroxila apresentam
deslocamento quimico para campo mais alto. Os sinais d¢ 103,2 e 102,8 ppm foram atribuidos

aos carbonos oleifinicos C-3 e C3”°.
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Tabela 3: Dados de RMN "“°C (8 em ppm) (75,5 MHz) em DMSO-dg para a substancia F7.53
¢ do modelo amentoflavona (MARKHAM et al.,1987).

Carbono Amentoflavona (8¢)* F7.53 (86¢)*
2 164,17 164,0
3 103,2° 103,2
4 181,9° 181,9
5 161,6 161,7

5-OH
6 98,84 99,1
7 163,9° 163.,9
8 942 94,2
9 157,6 157.6
10 104,0 104,1
I 120,3 120,2
2 127,9 128,0
3 121,7 121,6
4 159,6 159,7
5 116,4 116,4
6 131,6 131,6
2" 164,3* 164,3
3" 102,8° 102,8
4" 182,2° 182,3
5 160,8 160,8
5°-OH

6 99,14 98.8
7 161,9° 162,0
8 104,1 103,9
9 154,7 154,7
107 104,0 103,9
1 1214 121,2
27 128,3 128,4
37 116,0 116,0
4" 161,1 160,7
57 116,0 116,0
6 128,3 128.4

*Qs sinais de carbonos quaternarios e metinicos foram reconhecidos pela andlise comparativa
dos espectros de DEPT 135° ¢ 90°, 'H x *C-HSQC e 'H x *C-HMBC.

f ~ .. . ., .
abedel 30 sinais de carbonos que podem ser intercambiaveis.

Amentoflavona OH O
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As correlagdes entre carbono e hidrogénio a uma ligagio (‘Jcy) foram observadas no
espectro de 'H x *C-HSQC (Figura 10, p. 96) ¢ estdo descritas na tabela 4 (p. 85). Analisando
0 espectro observamos as correlagdes do hidrogénio dy 6,82 ppm, s, com o carbono olefinico
C-3 (8¢ 103,2 ppm); do hidrogénio oy 6,17 ppm d (J=2,1 Hz) com o carbono metinico do anel
aromatico C-6 (8¢ 99,1 ppm); do hidrogénio &y 6,45 ppm d (J=2,1 Hz) com o carbono
metinico do anel aromatico C-8 (8¢ 94,2 ppm); do hidrogénio &y 7,99 ppm d (J=2,1 Hz) com
o carbono metinico do anel aromatico C-2’ (¢ 128,0 ppm); do hidrogénio &y 7,14 ppm d
(/=9,3 Hz) com o carbono metinico do anel aromatico C-5’ (8¢ 116,4 ppm); do hidrogénio oy
8,01 ppm dd (J=9,3; 2,1 Hz) com o carbono metinico do anel aromatico C-6’ (3¢ 131,65
ppm); do hidrogénio &y 6,78 ppm, s, com o carbono oleifinico C-3”" (8¢ 102,8 ppm); do
hidrogénio &y 6,39 ppm, s, com o carbono metinico do anel aromatico C-6’" (&¢ 98,8 ppm);
do hidrogénio oy 7,55 ppm d (J=9,0 Hz) com o carbono metinico do anel aromatico C-2""’
(Oc 128.4 ppm); do hidrogénio &y 6,70 ppm d (J=9,0 Hz) com o carbono metinico do anel
aromatico C-3"" (8¢ 116,0 ppm); do hidrogénio dy 6,70 ppm d (J=9,0 Hz) com o carbono
metinico do anel aromatico C-5""" (8¢ 116,0 ppm); do hidrogénio &y 7,55 ppm d (J=9,0 Hz)
com o carbono metinico do anel aromatico C-6’"" (8¢ 128,4 ppm).

As correlagdes a longa distancia a duas, trés e quatro ligagdes (2JCH, 3JCH € 4Jc1-1) foram
estabelecidas a partir da analise dos espectros de 'H x *C-HMBC (Tabela 4, p. 85; Figura 11
e 12, p. 97 e 98). Os espectros demonstraram as correlagdes dos hidrogénios H-8 ¢ H-3 com o
carbono C-4 (8¢ 181,9 ppm); bem como do hidrogénio da hidroxila ligada ao carbono 5 (5-
OH) e do hidrogénio H-8 com o carbono C-5 (8¢ 161,7 ppm); foram observadas também
correlagdes do hidrogénio da hidroxila (5-OH) e do hidrogénio H-8 com o carbono C-6 (8¢
99,1 ppm), do hidrogénio H-8 com o carbono C-7 (8¢ 163,9 ppm), do hidrogénio H-6 com o

carbono C-8 (8¢ 94,2 ppm); do hidrogénio H-8 com o carbono C-9 (3¢ 157,6 ppm); dos



84

hidrogénios H-6, H-3, H-8 ¢ do hidrogénio da hidroxila (5-OH) com o carbono C-10 (d¢
104,1 ppm), foram observadas também correlagdes o hidrogénio H-5" com o carbono C-1’ (8¢
120,17 ppm); dos hidrogénios H-3, H-5" ¢ H-6" com o carbono C-2’ (8¢ 128,0 ppm); do H-2’
com o carbono C-6" (3¢ 131,6 ppm); dos hidrogénios H-3*’, H-2’’, H-3""’, H-5""" ¢ H-
6’’’com o carbono C-2"" (¢ 164,3 ppm); do hidrogénio H-3"’ com o carbono C-4"" (8¢ 182,3
ppm); do hidrogénio da hidroxila ligada ao carbono 5’* (5’’-OH) com os carbonos C-5"" (¢
160,8 ppm) ¢ C-6"" (3¢ 98,8 ppm); também foram estabelecidas as correlagdes do hidrogénio
H-2" com o carbono C-7"" (8¢ 162,0 ppm); do hidrogénio H-6’" com o carbono C-8’” (dc¢
103,9 ppm), dos hidrogénios H-6’", H-3"" e do hidrogénio da hidroxila (5’’-OH) com o
carbono C-10" (8¢ 103,9 ppm); dos hidrogénios H-3""", H-3"" ¢ H-5""" com o carbono C-1""’
(0c 121,2 ppm); dos hidrogénios H-2’"* ¢ H-6’"’ com o carbono C-4’"" (8¢ 160,7 ppm); e por
fim os hidrogénio H-3""" e H-3" estdo se correlacionando com o carbono C-6"" (3¢ 128.,4
ppm). As correlagdes a longa distancia entre os hidrogénios das hidroxilas (5-OH e 5°’-OH) e
os carbonos, descritas anteriormente, possibilitaram a atribui¢do correta dos deslocamentos
quimicos de hidrogénio de ambas (Figura 11, p. 97).

Markham et al. (1987) por analises de RMN '°C atribuiram os deslocamentos
quimicos aos carbonos da amentoflavona, no entanto, no modelo proposto por estes autores,
alguns deslocamentos quimicos de carbonos C-2 e C-2"’; C-3 ¢ C-3"; C-4 ¢ C-4’; C-6 e C-
6”’; C-7 ¢ C-7, C-3° e C-1" foram considerados intercambiaveis (Tabela 3, p. 82).
Entretanto, no presente trabalho, através de andlises utilizando técnicas modernas, as quais
correlacionam hidrogénios e carbonos a longa distdncia, 'H x *C-HMBC (Tabela 4, p. 85;
Figura 11 e 12, p. 97 e 98), foi possivel estabelecer inequivocamente, os deslocamentos
quimicos corretos de todos os carbonos que antes eram considerados pela literatura, como

intercambiaveis.
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Tabela 4: Interagdes de atomos de hidrogénio e carbono de uma ligagdo (‘Jcn) e a longa
distancia (ZJCH, AT 4JCH) observados nos espectros bidimensionais de correlacao

heteronuclear 'H x *C-HSQC (300 MHz) ¢ 'H x *C-HMBC (300 ¢ 400 MHz), em DMSO da

substancia F7.53. Deslocamentos quimicos (8¢ e dy) em ppm.

"Hx BC-HSQC "Hx BC-HMBC
Carbono (80)* (On)*

2 164,0

3 103,2 6,82 (s)

4 181,9 H-8; H-3

5 161,7 H-8; 5-OH

5-OH -

6 99,1 6,17 (d, J=2,1Hz) 5-OH; H-8

7 163,9 H-8

8 94,2 6,45 (d, J=2,1Hz) H-6

9 157,6 H-8

10 104,1 H-6; H-3; H-8; 5-OH

I 120,2 H-5°

2 128,0 7,99 (d, J=2,1Hz) H-3; H-5;H-6’

3 121,6

4 159,7

5 116,4 7,14 (d, J=9,3Hz)

6 131,6 8,01 (dd, J=9,3Hz; 2,1Hz) H-2

2 164,3 H-3’’; H-2’; H-3"""; H-5""";
H-6>"

3 102,8 6,78 (s)

4" 182,3 H-3"

5 160,8 5-OH

5-OH -

6 98,8 6,39 (s) 5-OH

7 162,0 H-2’

8 103,9 H-6"

9 154,7

107 103,9 H-6""; 5°°-OH; H-3"’

1 121,2 H-3’; H-5>’, H-3""

27 128,4 7,55 (d, J= 9Hz) H-3>>’; H-3”

3 116,0 6,70 (d, J= 9Hz)

4" 160,7 H-2"";H-6""

5 116,0 6,70 (d, J= 9Hz)

6 128.4 7,55 (d, J= 9Hz) H-3>’; H-3”
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Na caracterizagdo do extrato residual soluvel em diclorometano (RF) por CLAE-EM
(Figura 13, p. 99) foi possivel identificar com precisdo que as substancias amentoflavona
(SILVA et al., 1995) e (-) mammea A/BB (GASPAROTTO-JUNIOR et al., 2005) estio
presentes no extrato RF. Através do cromatograma obtido por CLAE-UV (Figura 13A, p. 99)
observamos dois picos mais abundantes, um no tempo de retencdo de aproximadamente 15,0
minutos atribuido a substancia amentoflavona (2) ¢ um no tempo de retencdo de
aproximadamente 29,5 minutos atribuido a substincia (-) mammea A/BB (1). Para
caracterizar estas substancias no extrato (RF) foram obtidos o cromatograma dos ions totais
(TIC) (Figura 13B, p. 99), o cromatograma dos ions extraidos (CIE) (Figura 13C, p. 99) e os
espectros de massa das substancias por APCI no modo negativo (Figura 13D, p. 99). Segundo
Silva et al. 1995 a substancia amentoflavona apresenta peso molecular de 538 u. m. a. e
segundo Gasparotto-Junior et al. 2005 o peso molecular da substancia (-) mamea A/BB ¢é 406
u. m. a. O pico do biflavondéide amentoflavona (2) ndo era observado no cromatograma dos
ions totais, por isto utilizou-se o cromatograma dos ions extraidos que ¢ uma técnica util para
separar pico de m/z definido e melhorar sua resolugdo, separando-o de possiveis
contaminantes presentes no cromatograma de ions totais, desta forma o pico da
amentoflavona (2) pode ser observado no cromatograma dos ions extraidos a m/z 537 no
tempo de retencdo de aproximadamente 15,0 minutos (Figura 13, p. 99). Ja o pico da
cumarina (-) mammea A/BB (1) pode ser observado no cromatograma de ions totais no tempo
de retencdo de aproximadamente 29,5 minutos, no entanto também pode ser observado no
cromatograma de ions extraidos a m/z 405 no mesmo tempo de retengdo que no
cromatograma dos ions totais, porém o pico apresenta melhor resolugdo (Figura 13, p. 99).

O perfil cromatografico obtido para o extrato (RF) permite sua padronizagdo, para fins
de controle de qualidade, contribuindo para a futura utilizagdo deste extrato bruto no

tratamento da leishmaniose como alternativa a utilizagdo da substancia (-) mammea A/BB.
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Através da andlise dos dados espectrométricos foi possivel a identificagdo das duas
substancias isoladas a partir do extrato residual (RF) soliivel em diclorometano das folhas da
C. brasiliense a (-) mammea A/BB e a amentoflavona. Crombie et al. (1967) isolaram pela
primeira vez a (X) mammea A/BB das folhas da Mammea americana, entretanto Gasparotto-
Junior et al. (2005) isolaram pela primeira vez das folhas da C. brasiliense a (-) mammea
A/BB e esta apresentou atividade moluscicida frente ao caramujo Biomphalaria glabrata.
Crombie et al. (1987) propuseram a sintese da mistura racémica da mammea A/BB bem como
de outras cumarinas tipo mammea. As cumarinas tipo mammea isoladas de diferentes partes
da C. brasiliense apresentam importantes atividades biologicas entre elas estdo a atividade
moluscicida (GASPAROTTO-JUNIOR et al., 2004); atividade citotoxica para células
tumorais humanas (REYES-CHILPA et al.,, 2004), antitumoral (ITO et al., 2003) e
antibacteriana (REYES-CHILPA et al., 2004; YASUNAKA et al., 2005). As cumarinas tipo
mammea isoladas da C. verticillatum também apresentaram atividade moluscicida
(RAVENLOJATO et al., 1987) e as isoladas da C. dispar apresentaram atividade citotoxica
(GUILET et al., 2001a).

O biflavondide amentoflavona é uma substiancia muito conhecida, tendo sido isolada
de diversas plantas. Segundo Nielsen et al. (1988) a amentoflavona apresenta afinidade pelos
receptores benzodiazepinicos comparavel com a afinidade do diazepam, podendo a ligagao
ser competitiva e ndo competitiva. Segundo Silva et al. (1995) a amentoflavona isolada a
partir das folhas da Selaginella willdenowii ndo apresentou citotoxicidade frente a linhagem
de células cancerigenas humanas. Suzuki et al. (1999) mostrou que a amentoflavona aumenta
concentracio dependente a liberacio de Ca™® do reticulo sarcoplasmatico do musculo
esquelético de coelho, sendo esta atividade aproximadamente 20 vezes mais potente que a da
cafeina, sugerindo que amentoflavona liga-se ao mesmo sitio de ligacdo da cafeina nos canais

de Ca™ e induz a liberagio de Ca™ do reticulo sarcoplasmatico. Banerjee et al. (2002)
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demonstrou que a amentoflavona inibe a biossintese cicloxigenase-2 e conseqéntemente a
biossintese das prostanglandinas E,, assim como inibiu a expressdo da proteina indutora do
oxido nitrico sintetase (iNOS). Yamaguchi et al. (2005) demostraram que a amentoflavona
isolada a partir da Araucaria angustifolia protege o DNA plasmidial frente a quebra
promovida pelos radicais livres (‘0,) induzida por reagio de Fentem ou por lipoperoxidagdo.
Kang et al. (2005) mostraram que a amentoflavona exibiu importante neuroprotegdo frente a
citotoxicidade induzida por estresse oxidativo e amildide B, sugerindo o potencial terapéutico
frente a doengas neurodegenerativas, incluindo derrame isquémico ¢ doenga de Alzheimer’s.
Sannomiya et al. (2005) testaram o extrato metandlico das folhas de Byrsonima crassa frente
a ulceragdo induzida por HCl/etanol em ratos, e este reduziu a ulceracdo em 93 ¢ 99% nas
doses de 500 e 1000 mg/Kg respectivamente, o efeito antiulcerogénico foi devido a presenca
da amentoflavona. Hansen et al. (2005) demonstraram que a amentoflavona interagem com
receptores GABA 4 ligando-se ao sitio para os benzodiazepinicos e também aos subtipos deste
receptor, semelhante ao diazepam, agindo como antagonistas dos benzodiazepinicos classicos.
Woo et al. (2005) isolaram a amentoflavona da Selaginella tamariscina e sugeriram que
amentoflavona apresenta atividade antiinflamatoria, por inibir a produc¢do de 6xido nitrico
concentragdo dependente e suprimir a expressdo dos genes para a produgdo de
lipopolissacarideos e para indutor do oOxido nitrico sintetase (iNOS) em macrofagos
bloqueando a ativagdo NF-kB.

A amentoflavona também foi isolada a partir das folhas da C. brasiliense (REYES-
CHILPA et al. 2004; DA SILVA et al. 2001) esta apresentou atividade analgésica (DA

SILVA et al. 2001).
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Figura 3: Espectro de massas da substancia F7.53 utilizando interface APCI no modo
negativo (A). Espectro de massas fanden (ESI-MS/MS) (B).
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Figura 13: A- cromatograma a 254 nm do extrato residual das folhas (RF) da C.
brasiliense por CLAE (1) mammea A/BB (2) amentoflavona, B- cromatogramas
de ions totais (TIC) do extrato RF, C- cromatograma dos ions extraidos (CIE) do
extrato RF e D- espectros de massas por APCI no modo negativo.
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

4.2.1 Estudo dos efeitos do Calophyllum brasiliense no crescimento das formas

promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Os extratos brutos obtidos das folhas da C. brasiliense, bem como as substancias
isoladas foram avaliados quanto a sua atividade sobre o crescimento das formas promastigotas
de Leishmania (Viannia) braziliensis nas concentracdes de 320 pg/mL a 0,125 pg/mL. A dose
letal para 50% das formas promastigotas (DLso) foi calculada ap6s 24h de tratamento do
cultivo com os extratos e substancias purificadas (Tabela 5, p. 102). O extrato liofilizado das
folhas (LF) n3o demonstrou efeitos significativos na inibi¢do do crescimento das formas
promastigotas DLsy > 320,0 pg/mL. No entanto, o extrato residual das folhas (RF), solavel
em diclorometano apresentou significante inibi¢do do crescimento celular concentragdo-
dependente com DLsy = 59,8 pg/mL. Também foi observado que a adigdo de 320 e 160
pg/mL do extrato (RF) ao meio de cultura promoveu um efeito inibitorio do crescimento de
100% apds 24h de cultivo, ja a adicdo das concentragdes de 80 ug/mL e 40 ug/mL deste
extrato ao meio inibiu, apds 24h de incubacao, 86% e 11% do crescimento dos protozoarios,
respectivamente (grafico 1A, p. 103). Baseando-se na importante inibicdo do crescimento
celular apresentada pelo extrato (RF) frente as formas promastigotas de L. braziliensis, este
extrato foi estudado fitoquimicamente a fim de isolar e identificar a substancia responsavel
pela atividade leishmanicida.

Desta forma, a partir do extrato residual das folhas (RF) foram isoladas e identificadas
a substancia (-) mammea A/BB (F1.12) ¢ a amentoflavona (F7.53). A substancia
amentoflavona ndo apresentou efeitos significativos na inibicdo do crescimento das formas

promastigotas DLsy > 320,0 pg/mL. J& a substincia (-) mammea A/BB apresentou
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significante inibicdo do crescimento celular concentragdo-dependente, com DLs, = 23,95
pg/mL (Grafico 1B, p. 103), também foi observado que a adicdo da substancia (-) mammea
A/BB ao meio de cultura nas concentragcdes de 320 pg/mL, 160 pg/mL, 80 pug/mL, 40
pg/mL, 20 pg/mL, 10 pug/mL e 5 pg/mL inibiu o crescimento celular em 97%, 90%, 74%,
65,5%, 45%, 18% e 1,7% respectivamente, apos 24 horas de incubagdo (Grafico 1B, p. 103).

O crescimento do controle de protozoarios tratados com no maximo 1,0% de DMSO
foi idéntico ao controle sem qualquer tratamento em todos os experimentos, constatando que
este solvente ndo influenciou na agdo dos extratos e substancias testadas.

Por fim, os experimentos evidenciaram que o fracionamento e a purificacdo da
substancia (-) mammea A/BB melhorou gradualmente a atividade antileishmania de modo que
a DLso apos 24 horas de cultivo, foi de 59,8 pg/mL para o extrato bruto (RF) e de 23,95
Lg/mL para a substincia purificada (-) mammea A/BB. Porém, o extrato bruto (RF) nas
concentragdes de 320 a 80 pg/mL apresentou maior inibicdo do crescimento celular se
comparado com a substancia (-) mammea A/BB (Gréficos 1A e 1B, p. 103), isto pode ser
devido a um efeito sinérgico entre substancias presentes no extrato (RF). No entanto, nas
concentracdes menores que 40 Qg/mL observamos que a substincia (-) mammea A/BB
apresentou maior inibi¢do do crescimento celular em relacdo ao extrato (RF) (Graficos 1A e
1B, p. 103), isto pode estar relacionado com a depleg¢ao da(s) substancia(s) ativa(s) do meio
quando o extrato ¢ utilizado em baixas concentragdes, ja que neste estdo presentes muitas
substancias. Deste modo, este estudo foi o primeiro a evidenciar a importante atividade
antileishmania do extrato da C. brasiliense e principalmente da substancia pura (-) mammea

A/BB.
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Tabela 5: Efeito dos extratos e substancias da C. brasiliense no crescimento de formas

promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Extratos e substacias isoladas DLsy (ug/mL)
LF >320,0
RF 59,8
Amentoflavona >320,0
(-) mammea A/BB 23,95
pentamidina” 0,6

LF = extrato liofilizado das folhas da C. brasiliense; RF= residuo do extrato etanolico soluvel

. * o, ey . . A .
em diclorometano. farmaco antileishmania de referéncia.
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Grafico 1: Porcentagem de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de
Leishmania braziliensis ap6s 24 horas de incubagdo. (A) extrato residual solivel em
diclorometano RF, (B) substancia (-) mammea A/BB. Os valores representam a

média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.2.2 Estudo dos efeitos do Calophyllum brasiliense no crescimento das formas

promastigotas e amastigotas axénicas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

O extrato bruto residual das folhas da C. brasiliense (RF), a fragdo hexano (F1) ¢ a
substancia pura (-) mammea A/BB obtidos a partir deste extrato foram avaliados quanto a sua
atividade frente ao crescimento das formas promastigotas e amastigotas axénicas de
Leishmania amazonensis, através da contagem do nimero de protozoarios por mililitro de
cultura nos tempos de 24, 48 ¢ 72 horas apds o tratamento, ¢ o valor de Clsy foi considerado
apos 72 horas de tratamento.

As formas promastigotas foram tratadas com as concentracdes de 160; 80; 40; 20; 10
pg/mL do extrato residual soluvel em diclorometano (RF) e este apresentou Clso = 40 pug/mL
(Tabela 6, p. 108), também observou-se que o extrato (RF) apresentou 90% de inibicdo do
crescimento celular na concentracdo de 160 pg/mL logo apos 24 h de incubacdo e manteve
um percentual de inibi¢do proximo a 100% até 72h apos a adi¢do deste extrato. Na
concentragdo de 80 pg/mL o extrato (RF) apresentou, apos 24h de incubagdo, um percentual
de 80% de inibigdo de crescimento e este percentual aumentou para aproximadamente 95% de
inibig¢do até 72h de cultivo. Este extrato, ainda apresentou aproximadamente 50% de inibigdo
na concentracdo de 40 ug/mL ap6s 72h de tratamento, ja4 na concentracdo de 20 pg/mL
apresentou aproximadamente 20% de inibicdo até 48h de cultivo, porém este patamar
diminuiu para 11% apo6s 72h de incubacdo (Grafico 2A, p.109), esta diminui¢do na inibigdo
do crescimento durante o experimento pode estar relacionado com a deple¢do dos principios
ativos do meio. Baseando-se nestes resultados também foi realizado o tratamento das formas
promastigotas com a fracdo hexano (F1) obtida a partir do extrato residual das folhas (RF)
nas concentracdes de 160; 80; 40; 20; 10 pug/mL e esta apresentou Clso = 17,08 pwg/mL apos

72h de incubagdo (Tabela 6, p. 108), também foi observado que a fracdo (F1) nas
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concentragdes de 160; 80 e 40 ug/mL apresentou inibicdo do crescimento celular proximo a
90% apos 24h de incubagdo e este patamar aumentou mantendo-se proximo a 100% até 72h
de incubacdo. Na concentracdo de 20 pg/mL a fragdo (F1) promoveu inibi¢cdo do crescimento
entre 40% e 50% durante 48h de incubacdo e de 60% apds 72h de incubagio, ja esta mesma
fragdo na concentragdo de 10 pug/mL inibiu somente cerca de 30% do crescimento celular
apos 72h incubagdo (Grafico 2B, p.109).

Deste modo, pdde-se observar uma maior eficacia da fragdo (F1) em relagdo ao extrato
(RF) e, por conseguinte procedeu-se o fracionamento desta para a obtencdo da substancia
biologicamente ativa. Desta forma, obteve-se a substancia purificada (-) mammea A/BB, esta
foi testada nas concentra¢des de 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 pg/mL e apresentou uma
importante atividade inibitoria sobre o crescimento das formas promastigotas com Clsy = 3,0
pg/mL (Tabela 6, p. 108), também observou-se que as concentracdes de 40 e 20 pg/mL
apresentaram uma inibi¢do de crescimento dos protozodrios proximo a 90%, logo apds 24h de
incubagdo, durante o experimento o crescimento celular foi nulo e o percentual de inibicao
manteve-se proximo a 100% até 72h de tratamento. Ja nas concentragcdes de 10 e 5 pg/mL, a
substancia (-) mammea A/BB apresentou apos 24h de incubacgio, inibigdo do crescimento das
promastigotas de aproximadamente 81% e 73%, respectivamente e estes percentuais
aumentaram para ambas as concentragdes, apresentando aproximadamente 95% de inibigao
até 72h de incubacdo. Esta substancia ainda apresentou cerca de 35% de inibigdo na
concentracdo de 2,5 wg/mL apds 72h de incubagdo e em menores concentragdes os efeitos
foram insignificantes. (Grafico 2C, p.109).

Para avaliar a atividade da C. brasiliense frente as formas amastigotas axénicas, estas
foram tratadas com as seguintes concentracdes do extrato residual das folhas (RF) 160; 80;
40; 20; 10; 5; 1 ug/mL, apresentando Clso = 3,69 ng/mL, também pdde-se observar que nas

concentracdes de 80 e 40 ug/mL deste extrato apresentou efeitos liticos logo apoés 24h de
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tratamento, apresentando respectivamente, aproximadamente 75% e 65% de inibi¢do do
crescimento, no entanto, para ambas as concentragdes durante o experimento estes percentuais
aumentaram e mantiveram-se proximos de 90% de inibicdo. Na concentracdo de 20 pg/mL o
extrato (RF) apresentou logo ap6s 24h de incubagdo, cerca de 60% de inibigdo, no decorrer
do experimento este patamar manteve-se proximo a 90% de inibi¢do. Pérem, quando
adicionou-se 10 pg/mL do extrato a inibicdo do crescimento foi de aproximadamente 50%
apos 24 horas de incubacdo, durante o experimento este percentual aumentou atingindo
aproximadamente 80% de inibi¢do. J& na adi¢do de 5 pug/mL do extrato (RF) verificou-se um
aumento na inibi¢do do crescimento celular durante o experimento, e este atingiu um
percentual proximo de 60% até 72h de incubagdo. No entanto, em concentragdes menores a
inibicdo do crescimento foi insignificante (Grafico 3A, p. 110). Para avaliar a atividade da
fracdo hexano (F1) utilizou-se as concentragcdes de 80; 40; 20; 10; 5; 1; 0,5 pg/mL, e esta
fracdo apresentou Clsp = 3,25 pg/mL, também verificou-se que a adigdo de 80 e 40 pg/mL
desta fragdo ao meio de cultura apresentou efeitos liticos sobre os protozoarios logo apoés 24h
tratamento, com percentual de inbicdo de 85% e 72%, respectivamente e para ambas as
concentragdes, estes percentuais aumentaram para aproximadamente 100% de inibi¢do do
crescimento celular, durante o experimento. Na concentracdo de 20 pg/mL a inibi¢do foi de
45% logo apds 24h e este patamar aumentou durante o experimento atingindo
aproximadamente 95% em 72h de incubagdo. Ja na adig¢do de 10 e 5 ug/mL verificou-se que
houve inibi¢do do crescimento celular de aproximadamente 45% apo6s 24h e 48h de
incubacdo, no entanto ap6s 72h de incubacgdo, estas concentragdes da fragdo (F1) inibiram
cerca de 73% e 60% do crescimento celular, respectivamente. Ja a adicdo de apenas 0,625
pg/mL conferiu uma inibi¢ao proxima de 23% apo6s 72h de incubagdo (Gréfico 3B, p. 110).
Finalmente, foi avaliada a atividade da (-) mammea A/BB frente as formas

amastigotas utilizando-se as concentragdes de 40; 20; 10; 5; 2.5; 1,25; 0,625 pug/mL. Esta
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substancia também apresentou uma importante atividade inibitéria com Clso = 0,88 pg/mL
(Tabela 6, p. 108), no entanto pdde-se verificar também, que esta substancia nas
concentragdes de 40; 20; 10 e 5 pg/mL apresentou inibicdo do crescimento das formas
amastigotas de aproximadamente 65% logo ap6s 24h de tratamento, este percentual aumentou
durante o experimento atingindo cerca de 85% em 48h e 93% em 72h de incubag¢do. Ainda, a
adicao de 1,25 ug/mL da (-) mammea A/BB ao meio conferiu uma inibi¢do proxima de 50%
apo6s 48h de tratamento, tendo este percentual aumentado para aproximadamente 75% em 72h
de incubacdo. Ja na adigdo de 2,5 pg/mL da substincia verificou-se que logo apos 24h o
percentual de inibicdo do crescimento foi proximo de 55% e este percentual aumentou
atingindo cerca de 85% apos 48h e 93% em 72h de incubagdo. Porém com a adigdo de 1,25
pg/mL da (-) mammea A/BB ao meio de cultura, o crescimento dos protozodrios foi inibido
em aproximadamente 50% apds 48h e 75% em 72h de tratamento. Ainda na concentragdo de
0,625 pug/mL esta substancia apresentou inibi¢do do crescimento de aproximadamente 25%
apos 72h de incubagdo (Grafico 3C, p. 110).

Com base em todos os resultados obtidos tanto para a avaliagdo da atividade frente ao
crescimento das formas promastigotas quanto das formas amastigotas pode-se observar que o
efeito inibitorio do extrato (RF), da fragdo (F1) e da substincia (-) mammea A/BB foi
concentracdo-dependente para todas as amostras testadas, como demonstrado pelos grafico 2
A,B,C (p. 109) e graficos 3 A,B,C (p. 110) respectivamente. Porém, em alguns experimentos,
nas baixas concentra¢des das amostras ocorreu diminui¢do da atividade inibitoria no decorrer
do experimento, isto pode ser devido a deplegdo dos principios ativos do meio. Os resultados
também indicaram que o extrato (RF), a fracdo (F1) e a substancia (-) mammea A/BB foram
mais efetivos frente as formas amastigotas axénicas em comparacgdo as formas promastigotas

da L. amazonensis.
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Por fim, os experimentos evidenciaram que o fracionamento e a purificacdo da
substancia (-) mammea A/BB melhorou gradualmente a inibi¢do do crescimento das formas
promastigotas e amastigotas axénicas de L. amazonensis, sendo este estudo o primeiro a
evidenciar a importante atividade antileishmania da C. brasiliense frente a L. amazonensis,

principalmente da substancia (-) mammea A/BB.

Tabela 6: Efeito do extrato bruto, fracdo e substancia pura da C. brasiliense no crescimento

de formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Cls (ug/ mL)

Extrato, fragdo e substancia Promastigotas Amastigotas
RF 40,0 3,69
F1 17,08 3,25
(-) mammea A/BB 3,0 0,88

RF= extrato residual das folhas da C. brasiliense, soluvel em diclorometano; F1= fracdo

hexano; substancia puirificada (-) mammea A/BB.
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Grifico 2: Porcentagem de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis durante periodo de 72 horas. (A) extrato residual soliivel em diclorometano RF,
(B) fracdo hexano F1 e (C) substancia (-) mammea A/BB isolada a partir da fragdo hexano.
Os valores representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
[ 160 pg/mL, M 80 pg/mL, [140 pg/mL, [120 pg/mL, O 10 pg/mL, O 5 pg/mL, B 2,5
ng/mL,[ 1,25 ug/mL, O 0,625 pg/mL
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Grafico 3: Porcentagem de inibigao do crescimento de formas amastigotas de Leishmania
amazonensis durante periodo de 72 horas (A) extrato residual solivel em diclorometano
RF, (B) fragdo hexano F1 e (C) substancia (-) mammea A/BB isolada a partir da fracdo
hexano. Os valores representam a média de trés experimentos independentes realizados
em triplicata. ll 80 pg/mL, [140 pg/mL, [120 pg/mL, [ 10 pg/mL, 5 pg/mL, B 2,5
pg/mL, 1,25 pg/mL, M 1,0 pg/mL, O 0,625 pg/mL.
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4.2.3 Estudo da citotoxicidade da substincia (-) mammea A/BB em macrofagos J774G8

Macréfagos da linhagem J774G8 foram tratados com concentragdes de 1000; 500;
250; 100; 50; 25; 10; 5; 1; 0,5 pg/mL da substancia (-) mammea A/BB obtida a partir do
extrato das folhas da C. brasiliense. Apds 48h de incubagdo, a citotoxicidade foi avaliada pelo
método colorimétrico da sulforrodamina B e com base nos resultados a substancia apresentou
CCsp= 25,8 ug/mL. Desta forma, a toxicidade para macréfagos J774G8 e para os protozoarios
foi comparada utilizando-se o indice de seletividade (IS), que é a razdo entre CCsy da
substancia para os macrofagos J774G8 e Clsy da substancia para as formas promastigotas e
amastigotas. Como foi observado a substancia (-) mammea A/BB apresentou Clsy = 3,0
pg/mL frente as formas promastigotas e CCso = 25,8 ug/mL para os macrofagos, desta forma
foi possivel calcular o IS que para as formas promastigotas foi de 8,6. Para as formas
amastigotas a substincia apresentou Clsy = 0,88 pg/mL e portanto o IS para as formas
amastigotas foi de 29,3. Com este estudo observou-se que apenas as concentragdes superiores
aquelas que exercem agdo toxica sobre os protozoarios sdo toxicas para os macrofagos
J774G8 portanto, conclui-se que a substancia (-) mammea A/BB apresenta baixa toxicidade,
sendo mais seletiva para os protozoarios em relagdo aos macrofagos.

Os macrofagos sdo células nucleadas hospedeiras das formas amastigotas dos
protozoarios do género Leishmania, e constituem células do sistema imunolégico do homem,
sendo responsaveis por um dos mecanismos de defesa do organismo quando este entra em
contato com um agente estranho. Uma droga ideal para o tratamento das leishmanioses seria
aquela que conseguisse eliminar o protozodario intracelular ou inibir o seu crescimento sem
danificar os macréfagos e também outras células do organismo, diminuindo assim a

possibilidade de efeitos colaterais.
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Ja

E necessario ressaltar que o estudo da toxicidade dos produtos naturais ¢ de extrema
importancia, haja vista que recentemente, houve um aumento no interesse da populagdo em
terapias alternativas, principalmente o uso terapéutico de produtos derivados de planta, isto
pode ser devido a ineficiéncia e aos efeitos colaterais da medicina convencional para o
tratamento de algumas doengas. Considerando que grande parte da populagdo mundial ndo
tem acesso ao tratamento farmacoldgico convencional, a medicina popular cria a falsa idéia
de que os produtos naturais ndo apresentam efeitos colaterais (RATES, 2001). Porém, o uso
tradicional ndo garante seguranga a um produto (EDZARD, 1998) e, portanto é necessario que
exista uma investigacao rigida da atividade biologica e da toxicidade, tanto in vitro quanto in
vivo utilizando animais e posteriormente ensaios clinicos em humanos para comprovar a

verdadeira eficacia e seguranga dos produtos naturais.
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4.2.4 Alteracoes ultraestruturais em formas promastigotas de L. amazonensis ao

microscopio eletronico de transmissao

Para evidenciar as alteragdes ultraestruturais em formas promastigotas de L.
amazonensis, estas foram tratadas com Clso = 3,0 ug/mL e Clgo = 5,0 pg/mL da substancia (-)
mammea A/BB por 72h e analisadas através de microscopia eletronica de transmissdo. O
controle de protozodarios ndo tratados com a substancia, também foi analisado e estes
apresentaram membrana, nticleo, mitocondria, reticulo endoplasmatico, cinetoplasto, flagelo e
bolsa flagelar integros (Figura 14A, p. 116). No entanto, as formas promastigotas tratadas
com 3,0 ug/mL da substancia (-) mammea A/BB apresentaram aparecimento de multiplos
vacuolos no corpo celular (Figura 14B, p. 116), promastigotas binucleadas (Figura 14B, p.
116) e evidente aumento da mitocondria (Figuras 14B, C ¢ D; p. 116) com a presenca de
algumas membranas concéntricas na matriz mitocondrial (Figura 14B e D, p. 116). Estudos
anteriores mostraram alteracdo mitocondrial, quando formas promastigotas de L. amazonensis
foram tratadas com outros agentes leishmanicidas como: a coronaridina um alcaléide indolico
isolado da Peschiera australis (DELORENZI et al., 2001); a diidroxi-metoxichalcona isolada
da Piper auduncum (TORRES-SANTOS, et al., 1999); a lincochalcona A (ZHAI et al., 1995);
o Oleo essencial rico em linalol das folhas do Croton cajucara (ROSA et al., 2003); o dleo
essencial rico em eugenol das folhas do Ocimum gratissimum (UEDA-NAKAMURA et al.,
2006); o BPQ-OH um inibidor especifico da sintese do esqualeno (RODRIGUES et al.,
2005); e os derivados da diamina DB75 e DB569 (SOUZA et al., 2004). Outros estudos
mostraram que os inibidores da sintese do ergosterol também afetam a morfologia da
mitocondria dos tripanosomatideos, provocando aumento no volume, como cetoconazol e a
terbinafina (VANNIER-SANTOS et al., 1995), o0 22,26 azasterol (RODRIGUES et al., 2002)

e outros azasterdis (MAGARACI et al., 2003; LORENTE et al., 2004). Alguns estudos
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bioquimicos tem demonstrado que diferente das células dos mamiferos, as membranas
mitocondriais dos tripanosomatideos apresentam grandes quantidades de esterdis endogenos e
exogenos, € a presenga do ergosterol e seus andlogos sdo essenciais para a manutencdo da
estrutura normal e da funcdo da membrana mitocondrial destes (LAZARDI et al., 1990;
VANNIER-SANTOS et al., 1995), com isto a mitocondria seria um importante alvo para a
quimioterapia das leishmanioses. Entretanto, a mitocondria ¢ uma organela importante para os
tripanosomatideos, sendo responsavel pela respiracdo celular. Muitas drogas antiprotozodrios
influenciam no metabolismo energético dos parasitas, como o estilbogluconato de sodio
(Pentostan) que inibi a fosforilagdo do ADP em ATP e o ciclo do acido citrico nas formas
amastigotas da L. mexicana (BERMAN et al., 1987; BERMAN et al., 1989) e o isetionato de
pentamidina que promove alteracdes nas mitocondrias de promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis (CROFT; BRAZIL, 1982).

Uma intensa atividade exocitica também foi verificada nas formas promastigotas
tratadas com 3,0 pg/mL da substancia (-) mammea A/BB, com o aparecimento de vesiculas
na bolsa flagelar (Figura 14E, p. 116) indicando uma mudanga na plasticidade da membrana
que permitiu a formacdo de vesiculas de exocitose do corpo celular em diregdo a bolsa
flagelar. Desta forma, protusdes foram formadas pela membrana plasmatica e foram liberadas
do corpo celular com uma por¢do do citoplasma, isto pode ser devido a um intenso processo
de secre¢do com o aparecimento de varias estruturas membranosas dentro da bolsa flagelar
(Figura 14E, p. 116). A bolsa flagelar constitui uma regido altamente diferenciada da
superficie dos tripanosomatideos que facililita a internalizagdo de macromoléculas do
hospedeiro para o parasita e a secre¢do de substancias do metabolismo do protozoario, sendo
o principal sitio de endocitose e exocitose (McCONVILLE et al., 2002; WEBSTER;
RUSSEL, 1993). Estudos anteriores demonstraram que quando as formas promastigotas de L.

amazonensis foram tratadas com inibidores da sintese do ergosterol como: 22,26 azasterol
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(RODRIGUES et al., 2002) e outros azasterois (MAGARACI et al., 2003; LORENTE et al.,
2004) foi observada uma intensa atividade exocitica, com o aparecimento de estruturas
membranosas na bolsa flagelar, sugerindo a possibilidade deste processo ser devido a
secrecdo de lipideos anormais nesta regido, os quais foram acumulados em decorréncia da
acdo destas drogas. Em um estudo realizado por Tiumam et al., 2005 as formas promastigotas
de L. amazonensis tratadas com o partenolideo isolado das partes aéreas do Tanacetum
parthenium, também apresentaram intensa atividade exocitica na regido da bolsa flagelar,
devida a um processo de producdo exacerbada de cisteina proteinase pelos protozoarios na
tentativa de sobreviver.

Desta forma, o mecanismo de intensa exocitose observado nas formas promastigotas
tratadas com a substincia (-) mammea A/BB, pode significar um processo de defesa na
tentativa do protozoario eliminar moléculas prejudiciais que estavam no meio e entraram na
célula ou mesmo a exclusdo de moléculas produzidas exacerbadamente pelo parasita para sua
protecdo, ¢ ou a exclusdo de moléculas acumuladas no corpo celular em decorréncia da agdo
da substancia.

As formas promastigotas tratadas com 5,0 pg/mL da substancia (-) mammea A/BB
apresentaram células com a maioria das organelas destruidas e algumas com dois nucleos
(Figura 14F, p. 116).

A andlise das alteracdes ultraestruturais nas formas promastigotas de L. amazonensis
tratadas com a substancia (-) mammea A/BB contribuiu para o inicio do estudo do mecanismo
de acdo desta substancia, sendo importantes as alteracdes encontradas, porém outros estudos
precisam ser realizados a fim de comprovar o mecanismo agdo, ja que esta substancia pode

ser considerada como uma droga em potencial no tratamento da leishmaniose.
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Figura 14: Microscopia eletronica de transmissdo de formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. Controle (A), promastigotas cultivadas na presenca de 3,0
pg/mL (B-E) e 5,0 ug/mL (F) da substancia (-) mammea A/BB apo6s 72 horas de
incubagdo. n, nucleo; f, flagelo; bf, bolsa flagelar; ¢, cinetoplasto; m, mitocondria; re,
reticulo endoplasmatico; v, vactiolo. As setas demonstram em: (B ¢ D) membranas
concéntricas na matriz mitocondrial; (E) intensa atividade exocitica do protozoario.
Barras = 1 um.
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Considerando a problematica da leishmaniose, que acomete milhdes de pessoas em
todo o mundo, sendo uma doenga prevalente ¢ endémica em muitos paises, bem como no
Brasil, onde ¢ encontrada em todos os estados, sendo responsavel por altas taxas de
mortalidade e constituindo um grave problema de satude publica (GENARO, 1998a; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001a). Os resultados obtidos neste trabalho a cerca da
atividade antileishmania demonstram que o extrato bruto e a fragdo obtidos a partir das folhas
da C. brasiliense assim como a substancia (-) mammea A/BB isolada a partir destes
apresentaram importante atividade antileishmania tanto frente a Leishmania (Viannia)
braziliensis e a Leishmania (Leishmania) amazonensis podendo ser utilizados futuramente
como uma alternativa na terapéutica da leishmaniose, ja que os principais medicamentos
recomendados para o tratamento das leishmanioses cutaneas e viscerais foram introduzidos na
terapéutica ha mais de 50 anos (derivados dos antimoniais pentavalentes) (CROFT;
COOMBS, 2003; CROFT et al., 2005; GENARO, 1998a). Entretanto, estes farmacos sdo de
administracdo parenteral, necessitam de longo periodo de tratamento (CROFT, 1988), ¢
apresentam principalmente toxicidade cardiaca e renal, isto os torna intolerantes para muitos
pacientes. Outros agentes antileishmania necessitam ser descobertos, pois a resisténcia aos
antimoniais ¢ freqiiente, (BERMAN, 1988, 1996; GREVELINK; LERNER, 1996) mais de
50% dos casos de leishmaniose ndo respondem ao tratamento utilizando estes farmacos
(SERENO, 2000; JEBBARI; DAVIDSON, 1998). Contudo, a crescente incidéncia da
leishmaniose bem como a crescente resisténcia aos farmacos disponiveis para a terapéutica
tem tornado crescente o interesse na pesquisa de novos agentes terapéuticos mais baratos,
mais efetivos, que reduza a duragdo do tratamento, drogas ndo parenterais ¢ menos toxicos
que possam substituir os atuais (BERMAN, 1997).

Neste contexto, a importancia dos produtos naturais na terapéutica ¢ marcante, visto

que a diversidade molecular que a natureza oferece ¢ incalculavel. A utilizacdo das plantas
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medicinais como matéria-prima para o isolamento de substincias com atividade leishmanicida
ou mesmo a utilizagdo destas como prototipo para o desenvolvimento de novos farmacos pode
representar o surgimento de um novo grupo de substincias para a utilizagdo na intervengao
farmacologica. Neste contexto, o Brasil possui uma flora riquissima, sendo necessario um
conhecimento cientifico bastante solido para a transformacgdo das plantas medicinais em
produtos industrializados.

Deste modo, os resultados obtidos neste trabalho acerca das propriedades
antileishmania do extrato bruto, da fracdo hexanica do extrato e principalmente da substancia
pura (-) mammea A/BB, podem ser considerados promissores sobre a Otica da quimica
medicinal que procura compostos bioativos, oriundos de plantas que possam servir de
molécula prototipo para a sintese de andlogos mais potentes, mais seletivos, menos toxicos e
de baixo custo. Para isto tornam-se interessantes a elucidacdo do mecanismo de agdo desta

substancia, bem como estudo da atividade antileishmania in vivo.
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5 CONCLUSAO

e A partir do extrato residual soltivel em diclorometano das folhas da espécie vegetal C.
brasiliense, foram isoladas e identificadas duas substincias, um enantiomero levogiro da

mammea A/BB e o biflavonoide amentoflavona, ja descritos na litetratura.

e O perfil cromatografico obtido por CLAE-EM para o extrato (RF) permite sua
padronizagdo, para fins de controle de qualidade, contribuindo para a futura utilizagdo deste
extrato bruto no tratamento da leishmaniose como alternativa a utilizagao da substancia (-)

mammea A/BB, ja que este apresentou importante atividade antileishmania.

e A substancia isolada do C. brasiliense (-) mammea A/BB apresentou importante atividade
antileishmania in vitro frente as formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis
DLsy = 23,95 pg/mL, apresentando também importante atividade frente as formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis 1Cso = 3,0 ug/mL e frente as formas

amastigotas axénicas de Leishmania (Leishmania) amazonensis 1Cso= 0,88 pug/mL.

® O processo de fracionamento até o isolamento da substincia F1.12 ((-) mammea A/BB)
aumentou gradativamente a atividade antileishmania in vitro frente as formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L. amazonensis, bem como frente as formas promastigotas de L.

braziliensis.
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¢ Os ensaios de citotoxicidade da substincia (-) mammea A/BB em macrofagos J774G8
demonstraram que as concentragdes toxicas para os macrofagos foram muito superiores
aquelas para as formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. amazonensis. Desta forma,

esta substancia apresenta baixa toxicidade frente aos macrofagos.

e As formas promastigotas da L. amazonensis tratadas com 3,0 pg/mL da substancia (-)
mammea A/BB apresentaram significantes alteragdes ultraestruturais como o aparecimento de
células binucleadas, multipla vacuoliza¢do citoplasmatica, intensa atividade exocitica na
regido da bolsa flagelar e aumento no volume da mitocondria com a presenca de membranas

concéntricas na matriz mitocondrial.

e O presente trabalho demonstrou pela primeira vez que o extrato (RF), a fracdo (F1) ¢
principalmente a substancia isolada (-) mammea A/BB exercem um importante efeito
leishmanicida in vitro frente a L. amazonensis e L. braziliensis, sendo que esta substincia
apresenta baixa citotoxicidade para os macrofagos J774G8 e promove significantes alteracdes

ultraestruturais em formas promastigotas de L. amazonensis.

¢ Os resultados obtidos neste trabalho para a espécie vegetal C. brasiliense Camb. acerca do
isolamento e identificacdo da substincia bioativa e a importante atividade biologica

encontrada constituem o primeiro passo para a utilizacao desta droga vegetal.
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