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RESUMO

A leishmaniose tegumentar, causada por protozoarios do género Leishmania, € uma
doenca endémica que provoca lesGes destrutivas e persistentes na pele e mucosas.
Os medicamentos disponiveis apresentam toxicidade consideravel e observa-se o
crescente aparecimento de resisténcia medicamentosa, 0 que demonstra a
necessidade da busca por compostos mais especificos para tratar esse agravo. A
investigacdo do potencial de substancias naturais se mostra uma abordagem
eficiente, inclusive como parametro para a obtencédo de compostos semi-sintéticos e
sintéticos. Neste estudo, foi testada a atividade leishmanicida in vitro dos extratos
das espécies do bioma Cerrado Austroplenckia populnea (Reissek) Lundell
(Celastraceae); Clusia pernambucensis G. Mariz (Clusiaceae) e Maprounea
guianensis Aubl. (Euphorbiaceae) entre 100 e 1,56 pg/mL em formas promastigotas
de Leishmania (Leishmania) amazonensis. O extrato acetato de etila da casca do
caule de Clusia pernambucensis apresentou atividade com Clsp = 65,0 pg/mL, e a
menor citotoxicidade observada em fibroblastos da linhagem celular NIH-3T3, com
CCso = 100,5 pg/mL, sendo selecionado para os estudos quimicos. O fracionamento
desse extrato por cromatografia em coluna e CLAE permitiu o isolamento de sete
substancias, identificadas por espectroscopia de infravermelho, ressonancia
magnética nuclear 'H e *C e espectrometria de massas de alta resolucéo. Foi
isolada e caracterizada uma xantona ainda néo relatada na literatura, 6,9-dihidréxi-
3,3-dimetil-5-(3-metilbut-2-enil)pirano[2,3-c]xanten-7(3H), denominada pelo nosso
grupo de clusiaxantona (CP1). Esse composto apresentou Clsp = 25,3 pg/mL em
formas amastigotas de L. (L.) amazonensis no interior de macrofagos peritoneais
coletados de camundongos Balb/C, enquanto seu derivado semi-sintético metil éter
(1a) obteve Clsp = 22,5 pg/mL. Quatro tocotriendis ainda néo descritos nessa
espécie também foram isolados e identificados: acido Z-d-tocotrienoldico (CP2), &-
tocotrienol (CP3), d-tocotrienol-metil-éster (CP4), e alcool &-tocotriendlico (CP5). Os
compostos CP3 e CP4 foram isolados pela primeira vez de fonte natural. Em relacéo
a atividade em macréfagos murinos infectados com L. (L.) amazonensis, o acido Z-6-
tocotrienoldico (CP2) mostrou Clsp = 77,3 pg/mL, enquanto que o seu derivado
metilado (2a) e os compostos CP3, CP4 e CP5 nao apresentaram acao
leishmanicida. O &cido betulinico (CP6) e o B-sitosterol (CP7) também foram
isolados. A citoxicidade em macréfagos murinos mostrou CCsp = 17,22 pg/mL para a
clusiaxantona (CP1), 32,56 pg/mL para o derivado la e 78,04 pug/mL para o o-
tocotrienol-metil-éster (CP4). Outros derivados serdo propostos para diminuir a
citoxicidade e aumentar a atividade leishmanicida. Os compostos isolados e ja
caracterizados servirdo como base para avancar na busca por candidatos a
compostos lideres.

Palavras-chave: Cerrado, Clusia pernambucensis, clusiaxantona, série de
tocotriendis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, formas amastigotas,
macréfagos murinos.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis, caused by protozoa of the genus Leishmania, is an
endemic disease that causes destructive and persistent lesions in skin and mucous.
The available drugs present significant toxicity and the increasing drug resistance is
observed, which demonstrates the need to search for more specific compounds to
treat this disease. The investigation of the potential of natural substances shows itself
an efficient approach, including as a parameter for obtaining semi-synthetic and
synthetic compounds. In this study, we tested the in vitro leishmanicidal activity of
extracts from species of the Cerrado biome Austroplenckia populnea (Reissek)
Lundell (Celastraceae); Clusia pernambucensis G. Mariz (Clusiaceae) and
Maprounea guianensis Aubl. (Euphorbiaceae) between 100 and 1.56 pg/mL in
promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis. The ethyl acetate extract of
the stem bark of Clusia pernambucensis, showed leishmanicidal activity with 1C5o =
65.0 pg/mL, and the lowest cytotoxicity observed in NIH-3T3 cell line fibroblasts with
CCso = 100.5 pg/mL, being selected for chemical studies. Fractionation of this extract
by column chromatography and HPLC allowed the isolation of seven substances,
identified with infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance *H and *C NMR
and high-resolution mass spectrometry. It was isolated and characterized one
xanthone not yet reported in the literature, 6,9-dihydroxy-3 ,3-dimethyl-5-(3-
methylbut-2-enyl)pyrano[2,3-c]xanthen-7(3H), named clusiaxanthone (CP1) by our
group. This compound showed ICsp = 25.3 pg/mL in amastigotes of L. (L.)
amazonensis within peritoneal macrophages harvested from Balb/C mice, while its
methyl ether semi-synthetic derivative (la) obtained ICsp = 22.5 pg/mL. Four
tocotrienols not yet described in this specie were also isolated and identified: Z-5-
tocotrienoloic acid (CP2), d-tocotrienol (CP3), &-tocotrienol-methyl-ester (CP4), and
alcohol-0 tocotrienolic (CP5 ). The compounds CP3 and CP4 were first isolated from
a natural source. Regarding the activity in murine macrophages infected with L. (L.)
amazonensis, the Z-0-tocotrienoloic acid (CP2) showed ICso = 77.3 pg/mL, whereas
its semi-synthetic methylated derivative 2a and the compounds CP3, CP4 and CP5
did not show anti-leishmanial activity. Betulinic acid (CP6) and B-sitosterol (CP7)
were also isolated. The cytotoxicity in murine macrophages showed CCsy = 17.22
png/mL for clusiaxanthone (CP1), 32.56 pg/mL for the derivative 1a and 78.04 pg/mL
for the O&-tocotrienol-methyl ester (CP4). Other derivatives will be proposed to
decrease cytotoxicity and increase the leishmanicidal activity. The compounds
isolated and already characterized will serve as the basis for progress in the search
for candidate lead compounds.

Keywords: Cerrado, Clusia pernambucensis, clusiaxanthone, series of tocotrienols,
Leishmania (Leishmania) amazonensis , amastigote forms, murine macrophages.
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1. INTRODUCAO

As doencas parasitarias se mantém dentre os problemas de saude publica
mais relevantes, com milhGes de pessoas infectadas anualmente, resultando em
consequéncias sociais e econdmicas devastadoras, e aumento significativo na
mortalidade mundial (Renslo & McKerrow, 2006; Hotez et al.,, 2007; Borborema et
al., 2011). A leishmaniose integra o grupo das seis endemias mundiais consideradas
prioritarias pela Organizacdo Mundial de Saude, juntamente com a malaria, a
doenca de Chagas, a tuberculose, a tripanossomiase africana e o0 dengue
(Organizacao Mundial de Saude, 2010).

A classificagdo da doenca, feita de acordo com suas manifestacdes clinicas,
compreendem duas formas: a visceral e a tegumentar (Bories et al., 2008). No caso
da leishmaniose tegumentar americana (LTA), existem as formas cutanea, muco-
cutanea e difusa (David & Craft, 2009). As trés principais espécies do parasito
responsaveis pela transmissdo da LTA ao homem, no Brasil, sdo: a Leishmania
(Viannia) braziliensis, que € o agente etiolégico mais presente na leishmaniose
muco-cutanea, a Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania)
amazonensis. Esta Ultima estd mais diretamente relacionada as formas cutanea e
cutanea difusa (Franga-Costa, 2012; Brasil, 2006). Os sinais apresentados durante
cada uma dessas manifestagBes clinicas sdo determinados pela espécie de
Leishmania envolvida, ou seja, 0s mecanismos que 0 parasito utiliza para promover
sua infeccéo e a capacidade de resposta do hospedeiro (Ameen, 2010).

As lesdes provocadas pela forma cutanea costumam persistir por varios
Mmeses ou anos e suas caracteristicas podem variar de acordo com a espécie (Figura

1, p. 15) (Lucas et al., 2010). Ja a forma mucocutanea leva o paciente a sofrer
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ulceracdes destrutivas que progressivamente se extendem para as mucosas do

nariz e da boca, podendo atingir laringe e faringe (Santos et al., 2008).

Figura 1. Lesédo ulcerada de leishmaniose cutanea. F  onte: Antinori et al., 2012.

O inseto vetor da LTA é um flebotomineo fémea com habito hematéfago
(Reithinger et al., 2007; Singh et al., 2008), pertencente ao género Lutzomyia. Esse
inseto é conhecido popularmente como tatuquira, mosquito palha, birigui, etc. (Brasil,
2007). A espécie que atua como principal vetor do parasito L. (L.) amazonensis é
Lutzomya flaviscutellata, que possui ampla distribuicdo por dezessete estados
brasileiros (Brasil, 2006). Durante o ciclo de vida (Figura 2, p. 16), a forma
extracelular promastigota flagelada esta presente no sistema digestivo do inseto
vetor, entdo o inseto vetor infectado é capaz de inocular o parasito em um
organismo vertebrado. Uma vez no interior do hospedeiro, o parasito € internalizado
por células fagociticas, e em seguida convertido na forma amastigota, que é

aflagelada e arredondada (Carvalho et al., 2008).
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Figura 2. Ciclo de vida Leishmania sp.

A leishmaniose atinge 98 paises e territorios de forma endémica, com
prevaléncia mundial de 12 milhdes de pessoas, além da incidéncia anual de 2
milhdes de casos, em media. Mais de 90% dos casos da forma tegumentar ocorrem
no Ird, Siria, Afeganistdo, Ardbia Saudita, Brasil e Peru (Borborema et al., 2011,
Dujardin et al., 2010; Organizacdo Mundial de Saude, 2010). No Brasil foram
notificados em 2009, 23.608 casos confirmados de leishmaniose tegumentar
americana (Tabela 1, p. 17) ressaltando a importancia epidemiolégica dessa doenca

no pais (SINAN/SVS, 2010).
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Tabela 1. Leishmaniose tegumentar americana - Casos confirmados
notificados, Brasil, 2010.
UF Notificagdo Leishm”aniose Leishmaniose Total
Cutanea Mucosa

Acre 815 223 1038
Alagoas 79 4 83
Amapa 557 8 565
Amazonas 1500 71 1571
Bahia 3567 119 3686
Ceara 1027 27 1054
Distrito Federal 27 19 46
Espirito Santo 100 16 116
Goias 455 57 512
Maranhao 1727 34 1761
Mato Grosso 3924 205 4129
Mato Grosso do Sul 93 31 124
Minas Gerais 1033 109 1142
Para 3467 98 3565
Paraiba 116 6 122
Paran&a 386 76 462
Pernambuco 553 9 562
Piauf 118 9 127
Rio de Janeiro 104 19 123
Rio Grande do Norte 61 1 62
Rio Grande do Sul 9 0 9
Rondénia 976 149 1125
Roraima 446 25 471
Santa Catarina 48 4 52
Séo Paulo 357 100 457
Sergipe 12 4 16
Tocantins 578 50 628
Total 22135 1473 23608

Fonte: SINAN/SVS, 2010.
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1.1. TRATAMENTO

O tratamento atualmente disponivel para leishmaniose consiste
principalmente no uso de antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de
sédio e o antimoniato de meglumina; a anfotericina B, um agente antimicrobiano
disponivel em formulacdo injetavel convencional ou formulacdo lipossomal; a
miltefosina; a pentamidina; mais recentemente a paromomicina, também um
medicamento parenteral eficaz (Figura 3, p. 18) (Romero & Boelaert, 2010; Sundar &
Chakravarty, 2008). A Unica alternativa de terapia oral em uso € a miltefosina (Alvar

et al., 2006).
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Figura 3. Estruturas quimicas de farmacos utilizado s no tratamento da
leishmaniose.
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1.1.1. Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes sdo considerados como tratamento de escolha
para a leishmaniose. Sabendo-se que a atividade esta relacionada ao Sb°*, o
esquema terapéutico é calculado em mg/Sb®/dia. Assim, a utilizagéo de antimoniato
de meglumina (ou antimoniato de N-metilglucamina) ou estibogluconato de sédio
permitira a administracdo da mesma quantidade de antiménio pentavalente prevista
em protocolo clinico (Brasil, 2006).

O medicamento disponivel no Brasil € o antimoniato de N-metilglucamina, que
€ utilizado para administracdo parenteral, pois ndo possui boa absorcédo oral. O
periodo de tratamento é de vinte a trinta dias, com cerca de 90% de eficacia (Den
Boer et al., 2011).

A acdo dos antimoniais pentavalentes é pouco expressiva quando testada in
vitro em formas promastigotas do parasito. No entanto, a atividade observada em
formas intracelulares amastigotas € completamente diferente (Ameen, 2010). A
reducdo de Sb® em Sb* no sistema de células fagociticas hospedeiras é
provavelmente uma das razdes que permite aos antimoniais pentavalentes uma
resposta clinica relevante (Decuypere et al., 2012).

O mecanismo de acéo dessa classe de medicamentos envolve a reducao do
aporte de ATP e GTP, essenciais para a manutencéo biologica do protozoario. Os
antimoniais agem através de duas vias, primeiramente estimulando os macrofagos
infectados a provocar estresse oxidativo no parasito intracelular e também pela acao
direta do antimdnio reduzido (Sb**) no equilibrio redox do microrganismo (Decuypere
et al., 2012).

Existem desvantagens na terapia da leishmaniose cutdnea com antimoniais

pentavalentes, como a administracdo por via parenteral por longo periodo, o que
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dificulta o tratamento em zonas rurais e desvantagens como elevacdo dos niveis
séricos de transaminases hepaticas, que caracteriza a hepatotoxicidade como efeito
adverso mais grave. Um dos principais efeitos toxicos do antimoniato de meglumina
esta relacionado a funcéo cardiaca, com aparecimento de alteracbes presentes em
eletrocardiograma. Por isso, existe a necessidade frequente de acompanhamento do
surgimento de arritmias cardiacas. Além disso, também sdo notados reacdes
dérmicas locais, anorexia, hauseas, vomitos, mialgia, linfocitose e eosinofilia (Neves
et al., 2009; Siqueira-Neto et al., 2010).

Outro ponto desfavoravel € o crescente surgimento de cepas de parasitos
resistentes aos antimoniais pentavalentes. Por exemplo, taxas de cura variando
entre 50 e 90% em regides endémicas de L. braziliensis no Brasil resultam no uso
de esquemas terapéuticos nao-responsivos, ocorréncia de recidivas,
descontinuidade do tratamento e, consequentemente, no fracasso do controle da

doenca (Brendle et al., 2002, Machado et al., 2010).

1.1.2. Anfotericina B

A anfotericina B € um agente antimicrobiano poliénico com potente atividade
tanto para a forma promastigota extracelular como para a forma amastigota
intracelular. O farmaco atua inibindo o metabolismo de ergosterol presente na
membrana plasmatica do parasito.

Sua administracao requer atendimento hospitalar, visto que o medicamento &
disponibilizado na forma de pé liofilizado de desoxicolato sédico de anfotericina B
para solucéo injetavel e deve ser mantido em ambiente resfriado (2 a 8 °C). A baixa
solubilidade faz com que seja necessario ressuspender o p6 em solucdo diluente

para administracdo. O risco de precipitacdo também é uma dificuldade a ser
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constantemente monitorada. O esquema terapéutico em dias alternados com 1
mg/kg/dia por vinte dias custa cerca de vinte ddélares (Organizacdo Mundial da
Saude, 2010).

A toxicidade da anfotericina B esta relacionada a diversos aspectos. Ocorre
flebite no local da infuséo, além do risco de hiperpotassemia quando o volume total
da medicacao € infundida em periodo menor que uma hora, provocando distarbios
cardiovasculares, as vezes com parada cardiaca. Com o uso continuo pode ocorrer
hipopotassemia devido & excrecao renal de ion K*, e a principal complicacéo que é o
comprometimento renal de até 40% dos usuarios.

Com o objetivo de reduzir a toxicidade foi desenvolvida a formulacao
lipossomal de anfotericina B. No entanto, o custo elevado desta formulacdo torna
praticamente inviavel sua disseminacao para o tratamento da leishmaniose cutanea.
No Brasil, a anfotericina B lipossomal ndo esta registrada com indicacdo para
leishmaniose tegumentar, somente para leishmaniose visceral (Anvisa, 2012). No
entanto, seu uso pode ocorrer para a forma tegumentar de modo off label, ou seja, o
médico leva em conta critérios e evidéncias clinicas que demonstram os beneficios
do tratamento (Brasil, 2006). O tratamento de vinte dias custa cerca de quatrocentos
e oitenta dolares (Organizacdo Mundial de Saude, 2010), dificultando qualquer

politica de medicamentos embasada nesse esquema terapéutico.

1.1.3. Miltefosina

A miltefosina se apresenta como unico tratamento oral para a leishmaniose
visceral (Ramesh et al, 2008, Berman et al, 2006). Trata-se de uma
hexafosfocolina, cuja eficacia contra a leishmaniose tornou-se conhecida em

meados dos anos 80. No entanto, sua comercializacdo como primeiro agente oral
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contra a leishmaniose visceral na india ocorreu apenas em 2002 e contra
leishmaniose cutdnea na Colémbia em 2005. As desvantagens e restricbes do seu
uso incluem risco de teratogenicidade, potencial de desenvolvimento de resisténcia
e estreita janela terapéutica (Godinho et al., 2012; Natera et al., 2007, Luque-Ortega
& Rivas, 2007). Destaca-se ainda o fato de que esse medicamento ndo esta
disponivel para LTA no Brasil.

Em ensaio clinicos realizado no Brasil para leishmaniose, foi relatado que a
eficacia da miltefosina em comparacdo com o antimoniato de meglumina para
leishmaniose cutdnea causada por L. braziliensis foi de 79% versus 45%,
respectivamente (Machado et al., 2010). Em outro estudo é descrita eficacia de 69%
do antimoniato de meglumina e 83% da miltefosina no para individuos tratados em
areas endémicas de L. panamensis e L. guyanensis na Coldmbia (Rubiano et al.,

2012).

1.1.4. Pentamidina

A pentamidina € utilizada no tratamento da leishmaniose cutanea com
esquema de administracdo em trés doses diarias de 2 a 4 mg/kg intramuscular ou
intravenoso, por sete dias consecutivos ou dias alternados. Seu uso continuo pode
induzir diabetes (Ameen, 2010), porém € considerado uma boa alternativa em
relacdo ao tratamento com antimoniais (Antinori et al., 2012).

O mecanismo de acdo desse medicamento envolve a interferéncia na sintese
de DNA, alteracdes na morfologia do parasito e fragmentacdo da mitocondria (David

& Craft, 2009).
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1.1.5. Paromomicina

A paromomicina é um antibiético aminoglicosidico inicialmente indicado para
infeccdo bacteriana. Seu mecanismo de acdo antibacteriano envolve a associacao a
subunidades ribossomais, interferindo na sintese protéica. Antes de ser
desenvolvido para o tratamento da leishmaniose cutanea, ja havia indicacdo de uso
para giardiase, amebiase e criptosporidiose (Sinha et al., 2011; Chawla et al., 2011).

Embora ndo se conheca amplamente o0 modo de acdo da paromomicina em
Leishmania, sdo propostas vias como a interferéncia na fluidez da membrana, na
sintese protéica e no transporte ativo de moléculas (Chawla et al., 2011; Maarouf et
al., 1997). O efeito foi relatado em estudos clinicos fase Ill na india, que
demonstraram uma taxa de 94% de eficacia no tratamento intramuscular de
leishmaniose visceral (Sundar et al., 2007).

A grande vantagem no esquema terapéutico para a leishmaniose cutanea € a
sua administracdo topica, evitando efeitos colaterais de vias sistémicas, sendo
relatada apenas irritacdo no local da aplicacdo. A formulacdo desenvolvida consiste
na incorporacdo do farmaco em uréia 10% ou cloreto de benzetdnio 12% (Croft &

Olliaro, 2011; Ameen, 2010).

1.2. PERSPECTIVAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Ha diversos obstaculos no desenvolvimento de novos medicamentos para
doencas negligenciadas, devido a pequena perspectiva econdmica. Em revisao
sistematica, Romero e Boelaert (2010) sugerem o estudo da eficacia dos
tratamentos de escolha em uso nas Américas, com o0 objetivo de determinar

esquemas terapéuticos mais simples, eficazes e seguros que os atuais. Aguiar et al.
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(2010) concordam que esta € também uma acdo estratégica para o controle da
leishmaniose cutanea.

Levando-se em consideracdo as deficiéncias no tratamento existente, o
surgimento de cepas de parasitos resistentes (Ejara et al., 2010; Seifert & Croft,
2006), had uma necessidade urgente de novos medicamentos para a leishmaniose
(Calderon et al., 2009; Kolodziej & Kiderlen, 2005).

Como ponto de partida na pesquisa de novos medicamentos para doencas
parasitarias, podemos exemplificar que no ano 2000 apenas 0,1% de todo
investimento em pesquisa em saude foi direcionado a doencas tropicais, como
leishmaniose, malaria e tripanossomiases (Médecins Sans Frontieres, 2001; Global
Forum for Health Research, 2004).

Existem diversas vertentes na busca de novos farmacos para doencas
parasitarias. Para a leishmaniose, uma ferramenta importante é a combinacdo de
farmacos ja existentes para promover a possibilidade de sinergismo, reducdo de
toxicidade e de tempo de tratamento, além de retardar o desenvolvimento da
resisténcia medicamentosa (Vanaerschot et al., 2011; Pink et al., 2005). Outra
possibilidade é a procura por atividades inéditas de substancias ja conhecidas, como
no caso da miltefosina, que teve seu uso indicado primeiramente como
antineoplasico (Ramesh et al., 2008). Nwaka & Hudson (2006) abordam o interesse
de formulacdes topicas para o tratamento da leishmaniose cutanea.

A Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi, em inglés)
€ uma parceria publico-privada que viabiliza a busca por soluc¢des terapéuticas para
doencas negligenciadas. Entre as acbes desenvolvidas, encontra-se em nivel pré-
clinico o desenvolvimento de formulacdo da hidroxi-naftoquinona buparvaguona

(Venkatesh et al., 2010). Apos a observacao de potencial anti-Leishmania em testes
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in vitro e in vivo (Garnier et al.,, 2007), o préximo objetivo é aumentar a
biodisponibilidade oral do composto, em paralelo a ensaios toxicolégicos,
farmacocinéticos e farmacodinamicos.

Uma formulacdo topica de anfotericina B esta em desenvolvimento para
leishmaniose cutanea e uma nova formulacéo lipossomal de anfotericina B também
esta em fase pré-clinica pelo DNDi, visando a obtencao de polimeros que superem
as limitagdes da forma lipossomal disponivel, cujo alto custo impede a disseminacao
de seu uso em regibes endémicas (Romero & Morilla, 2008; Golenser & Domb,
2006; DNDi, 2012).

Foi realizada uma revisdo bibliografica na base de dados Scopus buscando
informacdes cientificas sobre testes de compostos puros em Leishmania ssp. O
termo “leishmania” foi pesquisado, com utilizacdo dos limites: “ano de publicacéo
2011 e 2012” e tipo de documento “article”. A busca resultou em 1.416 publica¢des.
Foram selecionados apenas artigos contendo ensaios in vitro com formas
promastigotas, amastigotas axénicas e amastigotas intramacrofago e ensaios in
vivo. Ao final, foram selecionadas cinquenta e duas publicacdes entre 2011 e 2012
(Tabela 2, p. 27).

Nesse periodo, um total de duzentos e oitenta e um compostos, sendo cento
e oitenta e dois sintéticos ou semi-sintéticos (64,8%), oitenta e quatro de origem
natural (29,9%) e quinze produtos comerciais (5,3%), foram avaliados em espécies
causadoras de leishmaniose. Noventa e sete substancias foram testadas em formas
amastigotas intracelulares in vitro (27,9%), cinqlienta e trés em amastigotas
axénicas (15,2%), cento e noventa e trés em formas promastigotas (55,5%), e
somente cinco foram utilizados em testes in vivo (1,4%), totalizando trezentos e

quarenta e oito testes.
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Uma porcédo consideravel dos farmacos aprovados para uso nos ultimos vinte
e cinco anos foi obtida direta ou indiretamente (modificacdo quimica e sintese de

analogos) a partir de origem natural (Newman & Cragg, 2007).



Tabela 2. Revisdo da literatura sobre compostos ava

liados in vitro e in vivo em Leishmania ssp entre 2011 e 2012.
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Composto Ensaio Espécie de Leishmania Clsoin vitro Dose 5{52\/&1 n Fonte Referéncia
Binaftalimidopropil-diamino-octano In vivo L. infantum - 1 mg/kg Sintese Tavares et al., 2012
Asiaticosideo Amastigotas L. donovani 0,1nM 1 mg/kg Centella asiatica (Apiaceae) Bhaumik et al., 2012
4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil]-5-(5- . . ) . -
nitrofuran-2-il)-1,3 4-tiadiazol-2-aminas Amastigotas L. major 12,2 uM Sintese Tahghighi et al., 2012
Ramiflorina A . . 18,5 pg/mL . . .
Ramiflorina B Promastigotas L. (L.) amazonensis 12.6 pg/mL - Aspidosperma ramiflorum (Apocinaceae) Cunha et al., 2012
) Promastigotas
égn(:zr(g)[?]]gg?nir:ggiiona Amastigotas L. donovani 450/198/ 17 uM - Sintese Verma et al., 2012
axénicas ’ 97/36/22 uM "
Amastigotas
L. infantum 2,24/ 1,50 pM
! L. (L.) amazonensis 4,19/ - uyM
Buparvaquona Promas_tlgotas - Sintese Reimé&o et al., 2012
Amastigotas
L. major -/3,28 uM
L. (V.) braziliensis -/1,50 uM
Benzot!azol c!an!nal Amastigotas L. donovani 21 nM 1 mg/kg Comercial Xiaohua et al., 2012
Benzotiazol cianina 2 - 1 mg/kg
14-oxoprunifolina . . 16,0 pg/mL ) . o .
Strictosamida Promastigotas L. (L.) amazonensis 40,7 pg/mL Psychotria prunifolia (Rubiaceae) Kato et al., 2012
(-) mammea A/BB 7,4 uM
(-) mammea B/BB 30,1 uM
Fenilcroman-2-ona 0,9 uM Calophyllum brasiliense (Clusiaceae)/
Hidroéxi-fenilcumarina 1 Promastigotas L. (L.) amazonensis 2,4 uM - Derivados semi-sintéticos/ Brenzan et al., 2012
Hidroéxi-fenilcumarina 2 15,1 uM Sintese
Hidroxi-fenilcumarina 3 1,9 uM
Hidroéxi-fenilcumarina 4 60,2 uM
Diaminas N,N’-substituidas
1 11,01 uM
2 18,63 uM
3 13,83 uM
4 Promastigotas L. donovani 10,17 puM - Sintese Caminos et al., 2012
5 1,75 uM
6 1,24 uM
7 8,52 uM
8 6,73 uM
9 1,56 uM
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10 1,45 uM
11 0,26 pM
12 0,031 pM
13 0,24 uM
14 1,14 uM
15 4,60 pM
16 4,50 uM
17 0,23 pM
18 0,24 pM
19 0,21 uM
20 0,22 pM
21 1,20 uM
42,4 uyM
36,7 uM
. 56,4 pM
Triazolopirimidina 1 L. infantum 67,1 uM
Triazolopirimidina 2 37,7 uM
. Trlaz_qlop||_'|m|d|na 3 Promastigotas 29,8 uM Sintese Caballero et al., 2012
Triazolopirimidina de cobre 1 65,4 UM
Triazolopirimidina de cobre 2 71,7 uM
Triazolopirimidina zincica braziliensi 61,8 pM
L. braziliensis 63.1 UM
40,9 pM
27,5 uM
15,3/16,2/24,2
UM
12,6 /14,3/20,4
UM
15,4/17,7 /21,2
UM
. 20,1/31,3/46,9
L. infantum
UM
Imidazol benzoftalazina 1 1731 28,\’/? /26,5
Imidazol benzoftalazina 2 Promastigotas 100/ 1”1 5/203
Imidazol benzoftalazina 3 Amastigotas ' ’ ’ p
. . o uM Sintese Erfe et al., 2012
Imidazol benzoftalazina 4 axénicas 30574387681
Pirazol benzoftalazina 1 Amastigotas ' IJM ’
Pirazol benzoftalazina 2 10,8/12,3/ 26,2
UM
22,4147,5/20,9
UM
L. (V.) braziliensis 27,2132,4137,9
UM
21,3/20,7/23,3
UM

12,9/21,9/19,9
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UM

-aescina em nanoparticula

0,48-0,76 pg/mL

B-aescina Amastigotas L. infantum 1,23-1.87 pg/mL Comercial Van den ven et al ., 2012
Hidroxi-hex-2-en-1-ona 1 21,77/14,29 pg/mL
Hidréxi-hex-2-en-1-ona 2 Promastigotas . 12,44/8,41 pg/mL .
Hidréxi-hex-2-en-1-ona 3 Amastigotas L. (v.) braziliensis 16,02/16,29 pg/mL Comercial Gangwar et al., 2012
Isoxazol 3,5-disubstituido 3,17/3,97 pg/mL
L. (L.) chagasi 38,41/43,66 pg/mL
Sakuranetina 59 P'Ar\%n;zzgg(t);ass L. (IL) g_rganz]c;?;nss g;gg; Eg;mt Baccharis retusa (Asteraceae) Grecco et al., 2012
L. (V.) braziliensis 45,12/ - yg/mL
Diarylheptanosideo 1 39,7 uM
Diarylheptanosideo 1a 53,0 uM
Diarylheptanosideo 1b 35,0 uM
Diarylheptanosideo 2a 31,2 uM
Diarylheptanosideo 2b 37,4 uM
Diarylheptanosideo 2c 66,8 UM
Diarylheptanosideo 3 10,5 uM . . .
Diarylheptanosideo 3a Amastigotas L. donovani 33,2 uM Pyrostria major (Rubiaceae) Beniddir et al., 2012
. . Semi-sintese
Diarylheptanosideo 4a 58,5 uM
Diarylheptanosideo 4b 33,3 uM
Diarylheptanosideo 4c 67,5 uM
Diarylheptanosideo 5 26,1 pyM
Diarylheptanosideo 6 41,4 pM
Diarylheptanosideo 7 33,0 uM
Diarylheptanosideo 8 34,6 UM
1,6a-dihydropirrolo[1,2,3]triazol-(3,5)-dionas
A 1,6 uM
B 3,2 uM
C 3,5 uM
D 4,1 uM
E Amastigota L. donovani %é Em Sintese Durust et al., 2012
G 2,0 uM
H 3,4 M
I 3,5 uM
J 3,7 uM
K 4,5 uM
38,09 pg/mL
Tirosil caprilato L. major 19,21 pug/mL
Tirosil capriato Promastigotas 60,34 pg/mL Sintese Aissa et al., 2012
Tirosil laurato . 62,8 pg/mL
L. infantum

38,73 pg/mL
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157,6 pg/mL
Safirina 7,8/0,6 uM
Oxasafirina Amasticotas 7,7/12,9 uM
Thiasafirina stig . 17,1/5,5 uM p
- axénicas L. panamensis Sintese Hooker et al., 2012
Benzocarbasafirina Amastigotas 13,7/9,7 uM
Fenantrosafirina 145/121 uM
Acenaftosafirina 101/153 uM
. Promastigotas
2—meté>|<3ilLllﬂt—)r?§fltrc]>?quinona Amastigotas L. donovani 82‘11582% ﬁm Comercial Sharma et al., 2012
axénicas
L. chagasi 17,22 pg/mL
Jacaranona Promastigotas L. (L.) amazonensis 11,86 pg/mL Pentacalia desiderabilis (Asteraceae) Morais et al., 2012
L. (V.) braziliensis 12,93 pg/mL
1-aril-4-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-1H-
pirazol (4a—g) e 5-amino-1-aril-4-(4,5-
dihidro-1H-imidazol-2-yl)-1H-pirazol (5a—q)
4a 43 uM
4b 60 uM
4c 297 uM
4d >500 pM
4e 54 uM
Af Promastigotas L. (L.) amazonensis >500 uM Sintese Santos et al., 2012
49 30 uM
5a 365 pM
5b >500 UM
5c 381 pM
5d 15,5 uM
5e >500 uM
5f 31,3 puM
59 >500 pM
>50 uM
Alcaléides 3-alquilpirimidinicos 0,32 uM
1 1,0 uM
2 0,85 uM
3 0,72 pM
7 Promastigotas L. major 1,6 uM
9 L1uM Sintese inspirada em compostos de
10 0,64 uM origem marinha Rodenko et al., 2011
11 2,7 uM 9
13 0,33 uM
14 0,31 uM
15 0,36 UM
16 >50
17 Amastigotas L. mexicana 0,65

0,40
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0,19
0,81
0,34
0,23
11
4,8
1,7
0,28
0,29
Arr;c;r;zﬂlljé?](;na Promastigotas L. donovani 84613 ﬁgﬁmt Abrus schimperi (Fabaceae) Rahman et al., 2011
Piperina Promastigotas . 14,2 /28 uM Piper nigrum (Piperaceae) .
Fenilamida Amastigotas L. (L) amazonensis 28,9/24,5uM Sintese Ferreira et al,, 2011
Anlodipino 0,85/ 2,93 pg/mL
Bepridil . 1,73/ - pg/mL -
Lercanidipino P;\%gzﬁt'%?;zs L. (L.) chagasi 7,8/ - pg/mL Comercial Relmaozzitt)il'lempone,
Nicardipino 9 10,59/ - pg/mL
Nimodipino 30,3/ 26,53 pg/mL
_ o Promas_tigotas 2,6 UM
5 (N-benzil 1-(4-metéxi)fenil-9H-beta- Amastigotas L. (L.) amazonensis 1,0 uM Sintese Pedroso et al., 2011
carbolina-3- carboxamida) axénicas
; 1,0 uM
Amastigotas
Citreoserina -
Emodl_na Promastigotas L. (v.) braziliensis 320 pg/mt. Penicillium herquei (Trichomaceae) Marinho et al., 2011
Janthinona -
Isf)lpulrlj]rﬁg(r:ilcr:]iﬁa P;?nrgzzg%?;zs L. donovani 37]';; i:ilubM Plumeria bicolor (Apocynaceae) Sharma et al., 2011
~ Acido 4-(bromometil)benzéico
Acido 4-(bromometil)-3-nitrobenzoéico
_ 4-(bromometil)-3-nitrobenzoato : 188 “m
Acido 4-hydréximetil-3-nitrobenzoéico 39.3 H
) . 3 UM
4-(bromometil)-3-nitro-N-(2- > 100 pM
hydroxietil)lbenzamida Promastigotas L. (L.) amazonensis 231 UM Comercial/Sintese Lopes et al., 2011
4-(clorometil)-3-nitro-N-(2- 59’5 HM
hydroxietil)benzamida P H
; ” 50,6 uM
4-(clorometil)-3-nitro-N-(2- > 100 uM
cloroetil)benzamida H
4-(clorometil)-N-(2-hydroxietil)benzamida
Mono-t-butiléxicarbonil-diaminas
1 > 50 pg/mL
2 34,65 pg/mL
3 > 50 pg/mL
4 Amastigotas L. (L.) amazonensis > 50 pg/mL Sintese Pinheiro et al., 2011
5 > 50 pg/mL
6 > 50 pg/mL
7 29,16 pg/mL
8 19,59 pg/mL
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9 26,34 pg/mL
10 > 50 pg/mL
11 > 50 pg/mL
12 > 50 pg/mL
13 > 50 pg/mL
14 > 50 pg/mL
15 > 50 pg/mL
16 > 50 pg/mL
17 10,38 pg/mL
18 3,78 pg/mL
(4R,98,14?2)—;21?f(elt§;;?5,elﬁoa-d|h|drOX|- Promastigotas L. (L.) amazonensis 2,0 pg/mL - Canistrocarpus cervicornis (Dictyotaceae) Dos Santos et al., 2011
2-n-propil-quinolina In vivo L. donovani - 60 pM/kg Galipea longiflora (Rutaceae) Vieira et al., 2011
Pandarosideo G 1,3 uM
Pandarosideo G metil éster 0,051 pM
Pandarosideo K 63,1 uM
F?::(?::gsilg:gl\bl Promastigotas L. donovani 1832 ﬁm - Pan?ﬁ;grsogic(:;ri](tjtzfgllum Regalado et al., 2011
Pandarosideo K metil éster 63,1 uM
Pandarosideo L metil éster 57,2 uM
Pandarosideo M metil éster 26,1 uyM
Omubiosideo > 125 pg/mL
Catimborina > 125 pg/mL
Seselina > 125 pg/mL
Suberosina > 125 pg/mL
Desmetilsuberosina > 125 pg/mL
Rutarina Promastigotas L. donovani 120 pg/mL - Citropsis articulata (Rutaceae) Lacroix et al., 2011
Haploperosideo > 125 pg/mL
5-hidréxi-noracronicina 11,2 pg/mL
1,5-hidréxi-2,3-met6xi-10-metil-9-acridona 20,4 pg/mL
Trigonelina > 125 pg/mL
7-a-obacunil acetato 45 pg/mL
TMC20 . 14/ 9,5 pM
TMC20 PAr?nn;zztlg(t);ass L. (L.) amazonensis 58,1/ 9.9 uM - Sintese Monzote et al, 2011
Twin Y 10,5/ 2,9 uM
Acido 6B-0-2',3"-dihidro-cinamoil-12-hidréxi-
(13)15-en-16,12-olideo-18-cassanedico 56 La/mL
Acido 6B-O-cinamoil-12-hidréxi-(13)15-en- Hg/m
. y 69 pg/mL
_~ 16,12-olideo-18-cassanedico Amasticotas 26 La/mL
Acido 6B-0-6',7' dihidroxi-cinamoil-18- istig L. (L.) amazonensis Ha - Caesalpinia echinata (Leguminosae) Cota et al., 2011
o axénicas 43 pg/mL
_vouacapaneoico 27 ug/mlL
6B-O-cinamoil-18-vouacapaneol 62 pg/mL

Acido 6B-hidroxi-18-vouacapanedico
Acido lambertiénico
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Euglobal la; 228,28 uM
Euglobal la, 204,18 uM
Euglobal BI-1 188,13 pM
Euglobal Ib 210 uM
Euglobal Ic 219,43 uM
E;?(I)?Iggle!‘g Promastigotas L. donovani 235’?9 KM Eucalyptus loxophleba (Myrtaceae) Sidana et al., 2011
Grandinal 244 uM
Sideroxilonal A 1,8 uM
Sideroxilonal B 1,0 uM
Sideroxilonal C 1,1 uM
Loxoflebal A -
5-fenil-imino-benzo(a)fenoxazinas
3a 20,1 uM
3b 10,7 uM
3c 5,2 uM
3d . . 2,9 uM . .
3e Promastigotas L. donovani 23,3 UM Sintese Shi et al., 2011
3f 28,6 uM
39 > 205 uM
3h 70,5 uM
3i 90,6 uM
Tetromicina 1 > 100 uM
Tetromicina 2 > 100 uM Pimentel-Elardo et a
Tetromicina 3 Promastigotas L. major 36,80 uM Streptomyces axinellae (Streptomytaceae) "
Tetromicina 4 > 100 uM 2011
Tetromicina B > 100 uM
N-2-(3',4',5 —tl’lmetOXIf(?nl|)etl|—2—h|dr0XI— > 40 uM
benzamida Amastigotas 0,8 uM
2'-hidréxi-3',4',6'-trimetoxi-chalcona sty L. (L.) amazonensis oH Piper hispidum (Piperaceae) Ruiz et al., 2011
Cardamonina axenicas 8.0uM
Pinocembrina > 40uM
gggggﬂm:gggg:ggtgzgg Promastigotas L. donovani 255’70uul\'l\l/l Aframomum sceptrum (Zingiberaceae) Cheikh-Ali et al., 2011
8,13-diacetil-piptocarpol Amasticotas 0,2 uM
8-acetil-13-O-etil-piptocarpol axéni?:as L. (L.) amazonensis 0,37 uM Pseudelephantopus spicatus (Asteraceae) Odonne et al., 2011b
Acido ursélico 0,99 uM
Angelato de encecalol Ama; tl_gotas L. donovani 14,6 pg/mL Ageratum cony210|des (Asteraceae) / Harel et al., 2011
axénicas Sintese
Acido ursélico 360,3 UM
< P 439,5 uM
Acido oleandlico
la . . 406 M Miconia langsdorffii (Melastomataceae) / .
Promastigotas L. (L.) amazonensis 340,4 uM S Peixoto et al., 2011
1b Semi-sintese
1c 240,4 pM
1dle 174,9 uM

458,7 uM
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Dihidrocloreto de 4,4"-bis(imidazol-inil-
amino)difenilamina
1-Alcoxi-2-aril-amino-imidazolinas

6 36 uM
7 69 uM
10a Amastigotas 68 uM
10b axénicas L. donovani 14 uM Sintese Nieto et al., 2011
12 39 uM
13 62 uM
14 104 uM
15 41 uM
16 58 uM
17 120 uM
Yangambina Promastigotas L 5_'.)(;%‘;2?“%?" sis gg ﬁg;mt Ocotea duckei (Lauraceae) Neto et al., 2011
Aucubina > 90 pg/mL
Melampirosideo 52,7 pg/mL
Mussaenosideo > 90 pg/mL
Acido mussaenosidico 88,1 pg/mL
8-epi-loganina 41,1 pg/mL
T_?Jltge?)“?: Alz)?(::‘srt]liggtsas L. donovani ;g tg;mt Melampyrum arvense (Scrophulariaceae) K|rm|2|b2elslmle zetal,
Luteolina 7-O-B-glicopiranosideo 7,0 pg/mL
Deshidro-diconiferil-alcool 9-O-f- 7,0 pg/mL
glicopiranosideo 68,80 pg/mL
Acido benzéico 71,5 pg/mL
B-sitosterol 27,8 pg/mL
lvermectina 1 7,0/5,0uM
A**-ivermectina 2 13,8 /3,6 uM
Ivermectina monossacarideo 5 7,7129,7 uM
Ivermectina aglicona 6 Promastigotas . 8,3/32,0 uyM P
Ilvermectina etil secoester 7 Amastigotas L. (L) amazonensis 10,7 /6,5 pM Sintese Noel et al., 2011
A*.jvermectina etil secoester 8 2,8/4,6 uM
Ivermectina 10 17,1/13,2 uM
Ivermectina 11 65,7 /41,5 yM
Colina monocatidnica T1 0,28/1,7 uM
Sal de am6nio quaternario G25 2,1/4,8uM
Sal de tiazolio T3 . 33/38uM
Sal de tiazolio T4 P;;?nn;zztl?)(t);ass L. mexicana 6,9/13 uM Sintese Ibrahim et al., 2011
Sal de 2-amino piridinio MS1 9 0,42 /3,0 uM
Alquilamidina MS3 -13,4uM
0,95/2,9uM

Alquilamidina MS38
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Imidoselenocarbamato 2 31,6/4,68 uM
Imidoselenocarbamato 4 3,74 /3,03 uM
Imidoselenocarbamato? Promastigotas . 18,2/ 14,9 uM .
Imidoselenocarbamato 13 Amastigotas L. infantum 28,5/13,4 uM Sintese Moreno et al., 2011
Imidoselenocarbamato 14 29,0/17,6 uM
Imidoselenocarbamato 15 30,9/16,6 uM
Agelg:lnas <0.04 M
2 0.25 pM
0.97 uM
2¢ 15 uM
2d Promastigotas L. donovani Y Sintese Roggen et al., 2011
2e
2f )
29 > 29 UM

3a
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1.3. CLUSIA PERNAMBUCENSIS G. MARIZ

O género Clusia possui mais de 250 espécies, reunidas na familia
Clusiaceae, a qual anteriormente era denominada Guttiferae (gota, do latim:
guttos), em alusdo ao latex obtido das plantas dessa familia, em geral de cor
amarela e pegajoso. As plantas desse género ocorrem em regides tropicais e
subtropicais na América Central e América do Sul (Moura et al.,, 2008). A
literatura descreve a presenca principalmente de triterpenos, flavondides
(Compagnone et al., 2008; Chedier et al., 1999) e benzofenonas (Teixeira &

Cruz, 2005) em espécies de Clusia.

Figura 4. Clusia pernambucensis G. Mariz (Clusiaceae) . Caule e flor
(acima), folha e fruto (abaixo).
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A espécie Clusia pernambucensis G. Mariz (Mariz, 1972) (Figura 4, p.
36) ocorre em mata ciliar, que é um dos ecossistemas do bioma Cerrado.
Consiste em um arbusto ramoso (com diversos ramos) de até 3 metros de
altura. Arbusto compreende um tipo de habito de crescimento que ndo forma
tronco, madeira e copa definida, diferentemente da arvore (De Paula & Costa,
2011). As folhas dessa planta sdo coreacea-cartilaginosas, glabras e os frutos
ocorrem em capsula. As flores tém de cinco a seis pétalas brancas, estames
nuMerosos, possuem sexos separados e ovario supero. Sao polisttmones, ou
seja, apresentam mais estames do que pétalas. Ha varios estaminoides na flor,
que sao estames nado desenvolvidos (Prof. Dr. José Elias de Paula,
comunicacao pessoal).

A analise quimica de 11 tipos de resinas florais do género Clusia, que
alids é o unico estudo da literatura que inclui a espécie Clusia pernambucensis
(Figura 4, p. 36), demonstrou a presenca principalmente de benzofenonas em
sua constituicdo. O estudo das resinas estaminais revelou a presenca
majoritaria de acidos graxos livres (Porto et al., 2000). Esse trabalho também
mostrou, através do teste de bioautografia, que benzofenonas presentes nas
resinas florais de C. grandiflora e C. spirictu-sanctensis foram ativas em cepas
de Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. As benzofenonas de C.
grandiflora ainda apresentaram atividade em Candida albicans. Benzofenonas
sdo também descritas por suas atividades anti-inflamatoria, anti-fungica,
antibacteriana (Moura et al., 2008) e anti-HIV (Huerta-Reyes et al., 2004).

Das folhas e galhos de Clusia columnaris foi isolado um triterpeno do
tipo eufano, juntamente com as benzofenonas poliisopreniladas machuona e

clusiacromeno A, e nove flavonbdides -caracteristicos de Clusiaceae
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(Compagnone et al., 2008).

Benzofenonas sdo compostos organicos com um nucleo basico de 13
carbonos distribuidos em dois anéis ligados por uma carbonila (Figura 5, p. 38).
O anel A é derivado do acido chiquimico, enquanto o anel B € formado pela via
do acetato. Essa unidade basica pode sofrer condensacdo de cadeias de
residuos de isoprenila, geranila e ciclizagbes secundarias dessas ramificacdes

(Piccinelli et al., 2009; Baggett et al., 2005).

Clusianona Grandona
R=H R=H

Figura 5. Benzofenonas isoladas de resinas florais de Clusia (Porto et al.,
2000).

Ja foram isolados mais de 150 compostos dessa classe, sendo que mais
da metade sdo procedentes de trés géneros da familia Clusiaceae: Clusia,
Garcinia e Hypericum (Baggett et al., 2005). Diversos tipos de atividade
biologica ja foram relatados para essas moléculas, como antibacteriana
antifingica, antiretroviral (Porto et al.,, 2000; Teixeira e Cruz, 2005),
antioxidante, antitumoral, (Diaz-Carballo et al., 2008, 2010; Chaturvedula et al.,

2002;).
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A atividade de espécies de Clusia em Leishmania ssp. é pouco descrita.
Peraza-Sanchez et al. (2007) avaliaram o potencial leishmanicida do extrato
metandlico das folhas de C. flava, 6rgdo usado popularmente para tratamento
de feridas, sifilis e dor de cabeca, que apresentou Clsg de 32 pg/mL em
promastigotas de L. major.

No Peru, a partir do uso tradicional de plantas utilizadas no tratamento
de leishmaniose cutédnea e muco-cutanea, a atividade de extratos de C.
amazonica e outras trinta e sete espécies foi investigada em amastigotas
axénicas de L. amazonensis. Os extratos de folhas e galhos de C. amazonica,
preparados por decoccdo, demonstraram Clsy igual a 32,9 e 34,6 pg/mL,
respectivamente (Odonne et al., 2009).

Como pbde ser observado, ja foram descritos estudos que relatam o
possivel potencial farmacoldgico de algumas espécies de Clusia, o que pode
representar futuramente a possibilidade da sua utilizacdo para o
desenvolvimento de farmacos leishmanicidas promissores, eficientes no

tratamento da doenca e com efeitos toxicos reduzidos.
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2. JUSTIFICATIVA

A necessidade de novos farmacos para tratamento da leishmaniose
cutdnea estd amplamente evidenciada por publicacdes cientificas e
organizagfes de saude publica de alcance mundial. Os efeitos destrutivos da
doenca na pele e mucosas dos individuos levam ao comprometimento fisico e
psicoldgico. A falta de acesso ao medicamento devido ao custo elevado € uma
das barreiras limitantes do tratamento. Além dos esquemas terapéuticos com
problemas de eficacia, efeitos tdxicos e longos periodos de administragéo.

A abordagem visando uma formulacdo topica para o tratamento da
leishmaniose cutédnea evita a exposicdo sistémica, protege a lesdo de
infeccdes e facilita a concentracao eficiente do farmaco no local da ferida (Croft
& Olliaro, 2011). E o foco crescente na busca por solucdes terapéuticas a partir
de recursos naturais € de extrema relevancia.

Diante desses desafios, nosso objeto de estudo foi a biodiversidade
vegetal oferecida pelo Cerrado, segundo maior bioma do Brasil, com uma area
de 2 milhdes de Km? e 44% da flora endémica (Klink & Machado, 2005).
Buscou-se investigar extratos de plantas do Cerrado para empreender acdes
quimicas e biolégicas direcionadas para Leishmania (Leishmania)
amazonensis, uma das espécies do parasito que causa a leishmaniose

cutanea.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade de extratos e substancias isoladas de trés
espécies de plantas do bioma Cerrado em Leishmania (Leishmania)

amazonensis.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» [Estabelecer os valores de Clsp em formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis dos extratos de Austroplenckia populnea, Clusia
pernambucensis e Maprounea guianensis

» Determinar a citotoxicidade dos extratos em células de mamiferos

* Realizar o fracionamento quimico do extrato ativo

* Elucidar as estruturas moleculares isoladas

« Definir a atividade das substancias isoladas em amastigotas intracelulares
de L. (L.) amazonensis

» Determinar a citotoxicidade das substancias isoladas em macréfagos

murinos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

A atividade de acesso ao patrimbnio genético foi autorizada sob o N°
06/2012 de acordo com a Resolucdo CGEN N° 35, apos andlise vinculada as
informacdes e termos do processo 02000.002272/2006-73. A coleta e a
identificacdo do material vegetal das espécies Austroplenckia populnea
(Reissek) Lundell (Celastraceae), Clusia pernambucensis G. Mariz
(Clusiaceae) e Maprounea guianensis Aublet (Euphorbiaceae) foram realizadas
em parceria com o botanico Prof. Dr. José Elias de Paula/UnB. Exsicatas séo
mantidas no Herbario da Universidade de Brasilia (UnB). A selecdo das
espécies foi feita com base na triagem de atividade biolégica previamente
realizada.

Os 6rgaos vegetais foram separados em casca e madeira do caule e da
raiz, fruto, sementes e folhas; e submetidos a dessecacdo e estabilizacdo de
forma espontdnea ou em estufa de ventilacdo forcada; e em seguida
pulverizados em moinho de facas. O p6 do material vegetal foi submetido a
extragOes por maceragdo com os solventes hexano e acetato de etila, visando
extrair compostos com polaridade distinta. A escolha desses solventes foi
baseada na expectativa de obter compostos com lipofilicidade suficiente para
atravessar a membrana de células nos ensaios propostos adiante.

As solugbes extrativas foram recuperadas por filtragdo com papel de
filtro e concentradas em aparelho rotaevaporador, resultando nos diferentes

extratos brutos, que foram armazenados em refrigerador a -20 °C para
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posterior utilizacdo nesse estudo. Aliqguotas desses extratos foram
ressuspendidas em dimetilsulfoxido (DMSO) a 10 mg/mL para a avaliacdo

bioldgica, em concentracédo final no teste inferior a 1%.

4.2. FRACIONAMENTO POR METODOS DE CROMATOGRAFIA

4.2.1. Cromatografia em coluna

O fracionamento por cromatografia em coluna foi realizado utilizando
silica-gel (0,04-0,063 mm ou 230-400 mesh). As dimensdes da coluna de vidro
foram determinadas de acordo com a quantidade de material e de silica-gel
utilizados.

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi feita em cromatoplacas
de silica-gel 60 Fss em aluminio (Merck®). Os solventes utilizados como
eluentes para cromatografia em coluna e CCD foram hexano, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila (anteriormente destilados) e metanol, em
misturas com gradiente crescente de polaridade. A revelacdo das placas de
cromatografia em camada delgada foi feita em luz UV-254 nm e com o
revelador quimico vanilina sulfdrica (solucdo etandlica de &cido sulfarico 5% e
solucao etandlica de vanilina 1%).

Para cromatografia em coluna *“flash” foi utilizada silica-gel com
granulometria de 0,04-0,063 mm ou 230-400 mesh, empacotada em fluxo

continuo. A separacdo foi feita com presséo continua através de bomba de ar.

4.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em
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equipamento Waters®, modelo 1525, acoplado a um detector UV arranjo de
fotodiodo (190-800 nm), série 2996, com forno termostatico regulavel. Para
CLAE semi-preparativa foi utilizada uma coluna Phenomenex Prep silica
(10x250 mm, 10 um). A fase movel constituiu-se de uma mistura binaria
isocratica de hexano:acetato de etila (95:5), com injecdo de 1 mL (20 mg/mL) e
fluxo de 3 mL/min, pré-fitrados em membranas de nylon de 0,45 pum e
desgaseificados a vacuo em sonicador por 15 minutos. A deteccéo foi realizada
a 275 nm.

Foi também utilizado um cromatografo da marca Shimadzu, modelo
SL6Vp acoplado a um detector UV arranjo de fotodiodo (190-800 nm), com
desgaseificador. A fase mdével foi constituida de uma mistura ternaria isocratica
de H,O:MeOH:MeCN (8:32:60). Para CLAE analitica foi utilizada uma coluna
Shimadzu octadecilsilano (4,6x250 mm, 5 um) operando em modo reverso,
com injecao de 20 pL (2 mg/mL) e fluxo de 1 mL/min. Para CLAE preparativa
foi usada a coluna Shimadzu Prep octadecilsilano-Cig (20x250 mm, 10 um),
com injecdo de 1 mL (20 mg/mL) e fluxo de 9 mL/min. A deteccdo foi

monitorada a 190 nm, 209 nm e 254 nm.

4.2.3. Fracionamento do extrato acetato de etila da casca do caule de Clusia

pernambucensis

A partir da maceracdo em acetato de etila de 197,11 g de cascas do
caule de C. pernambucensis foram obtidos 22 g de extrato bruto. Para o
fracionamento cromatografico, esse material foi retirado de refrigeracao, foram
ressuspendidas 17,3 g em acetato de etila e foi separada uma porgao insoluvel

(3,15 ).
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A parte soluvel (14,15 g) foi incorporada em gel de silica para depdésito a
seco em cromatografia em coluna contendo 150 g de silica-gel, previamente
empacotada com ciclohexano. O gradiente utilizado na fase movel foi
ciclohexano-AcOEt-MeOH. Foram coletadas trezentas e doze fracbes de 100
mL. O fluxo de eluicdo foi determinado pelo uso continuo de uma bomba de

pressdo a cada troca de sistema eluente.

4.3. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

4.3.1. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nucl  ear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear H e *C
unidimensionais e bidimensionais foram adquiridos em espectrémetro Bruker
Avance DRX500 equipado com uma sonda de deteccdo inversa. Foram
aplicadas as frequéncias 500,13 e 125,77 MHz para *H e **C, respectivamente.

Os solventes usados para dissolver os compostos foram: cloroférmio
deuterado (CDCls), metanol deuterado (CD3OD) ou piridina deuterada (CsDsN).
Os deslocamentos quimicos estdo expressos em partes por milhdo (ppm)
relativa ao tetrametilsilano (TMS), com constantes de acoplamento (J)
apresentada em hertz (Hz). As bandas de absorcéo de hidrogénio multiplas nos
espectros 'H seguem as indicacbes: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo

dubleto), t (tripleto) e m (multipleto).

4.3.2. Espectrometria de massas

Os dados de espectro de massas de alta resolucdo (HR-ESI-MS) foram
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obtidos em espectrébmetro Bruker Ultrotof e Microtof. Foi realizada ionizac&o
por eletrospray utilizando analisador por tempo de vbéo (ESI-TOF-MS). A

analise foi feita em modos positivo e negativo.

4.3.3. Espectroscopia de Infra-vermelho

Para analise de infravermelho o material foi incorporado em pastilha de
KBr a 10000 kgf e utilizado espectrofotémetro de infravermelho (Perkin-Elmer

RX-1).

4.4. ANALISE FISICA

4.4.1. Determinacéo de rotacdo optica

Os dados de rotacdo Optica foram coletados para o composto CP1 em

solucdo de MeOH (c=0,1), utilizando-se polarimetro modelo DIP-370.

4.5. ANIMAIS

Nos testes in vitro com macréfagos peritoneais foram utilizados
camundongos Balb/C e para manutencdo da cultura de Leishmania
(Leishmania) amazonensis foram utilizados camundongos C57BI/6. Todos os
animais foram mantidos no Biotério FS/FM em gaiolas de polipropileno com
agua e racdo Purina® (Labina) ad libitum, temperatura controlada (22 + 2 °C)
umidade de 40 -50 % (£ 10) e ciclo de claro/escuro de 12 h. O local teve o
minimo de ruidos. Os animais apresentaram entre 25 e 30 g para testes e

tempo de vida entre um e trés 3 meses.
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4.5.1 Aspectos éticos

O numero de animais utilizados foi o menor possivel, resguardada a
quantidade necessaria para garantir reducao de erros experimentais. Todos os
procedimentos seguem 0s principios éticos de experimentacdo animal da
Resolucdo N° 592/92. O projeto ja foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da

Universidade de Brasilia.

4.6. CULTURA DE FORMAS PROMASTIGOTAS DE LEISHMANIA
(LEISHMANIA) AMAZONENSIS

A espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa MHOM/BR/PHB)
foi mantida em patas de camundongos C57BI/6, no biotério da Faculdade de
Ciéncias da Saude/Medicina (Universidade de Brasilia). A obtencdo dos
parasitos foi feita a partir da aspiracdo do sangue apdés inoculacdo de solucéo
salina 0,9% na pata traseira infectada desses animais. Os parasitos obtidos
foram cultivados em meio de cultura McNeal, Novy e Nicolle (meio NNN), pH
7,2 a 22 °C por sete dias e, posteriormente, no meio Schneider (Sigma-
Aldrich®) suplementado com 20% de soro fetal bovino e gentamicina 0,25% (pH

7,2 a 22 °C).

4.7. ENSAIO DOS EXTRATOS BRUTOS EM FORMAS PROMASTIGOTAS DE
L. (L.) AMAZONENSIS

Em uma placa de cultura celular de 96 pocos foi colocado, em cada
poco, meio de cultura Schneider estéril (Sigma-Aldrich®). Foi realizada diluicéo

seriada com os extratos ressuspendidos em DMSO (10 mg/mL), atingindo
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concentracfes de 100 a 1,56 ug/mL no teste e a concentracdo final de DMSO
no poco ndo excedeu 0,1%. Em seguida, foram adicionadas 10° formas
promastigotas por poco, contadas em camara de Neubauer. A placa foi
incubada por 48 h a 22-26 °C. Ent&do adicionou-se 100 pg/poc¢o de uma solugéo
de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) em PBS a 5
mg/mL (Sigma-Aldrich®), por 4 h & 37 °C. A leitura foi feita ap6s adicéo de 100
pL de DMSO para liberagdo dos cristais de formazana. Nesse experimento
foram usados promastigotas na fase log para otimizar a leitura, realizada em
espectrofotometro a 570 nm (Dutta et al., 2005).

Foi utilizado como controle positivo anfotericina B em concentracfes de
10,0 a 0,125 pg/mL e o controle negativo contendo DMSO a 0,1%. Os
experimentos foram realizados em triplicata, permitindo a determinacdo da
concentracdo capaz de inibir em 50% o crescimento do parasito (Clsg) pelo

programa Microsoft Excel®.

4.8. AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS EM CELULAS
NIH-3T3

A cultura de células NIH-3T3, linhagem embrionéaria de fibroblastos de
camundongos Swiss mantida continuamente em cultura, foi adicionada a placa
de 96 pocos, na concentracdo de 8 x 10° células em meio DMEM (Gibco®),
contendo 10% de soro fetal bovino. As células foram incubadas por 12 h a 37
°C e 5% de CO,. O meio de cultura foi removido e entdo adicionado cada
extrato diluido em meio de cultura de 5 a 200 pg/mL, permanecendo incubado
nas mesmas condi¢cdes descritas da estufa. Apos 24 h, a viabilidade celular foi

verificada pela adicdo de 100 pg/poco de solugcdo de MTT em PBS (5 mg/mL)
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por 4 h. O meio de cultura foi retirado e 100 uL de DMSO foram adicionados
para liberacdo dos cristais de formazana. A quantificacdo de formazana foi

realizada em espectrofotdbmetro a 570 nm.

4.9. ENSAIO DOS COMPOSTOS EM FORMAS AMASTIGOTAS
INTRACELULARES DE L. (L.) AMAZONENSIS

Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/C foram coletados e
centrifugados em meio de cultura RPMI 1640 puro (Gibco®) a 1190 rpm ou
300G. Os pellets foram recuperados e ressuspendidos para contagem das
células viaveis com azul de tripan (Sigma®) em camara de Neubauer. Em uma
placa de 24 pocos com laminulas de 13 mm foram colocados 4 x 10°
macréfagos/poco por 24 h a 37 °C e 5% CO,. As células ndo-aderentes foram
removidas ap0s o periodo de incubacdo e os macréfagos foram incubados com
promastigotas de L. (L.) amazonensis em fase estacionaria numa razéao de 10:1
por 4 h a37 °C em 5% CO..

Apbs o periodo de incubacdo, o sobrenadante com promastigotas livres
foi retirado e os macréfagos infectados foram tratados com os compostos
isolados e semi-sintéticos em concentracdes entre 100 e 2,5 pg/mL por um
periodo de 48 h. No final do experimento, as células foram fixadas com metanol
e coradas com Giemsa. Os controles positivos foram feitos com miltefosina,
anfotericina B, antimoniato de meglumina em concentracdes de 10,0 a 0,125
pg/mL e o controle negativo contendo DMSO a 0,1%. Para cada concentracdo
testada foram contados 200 macrofagos em microscépio Optico (Olympus). A
atividade leishmanicida foi calculada pela razdo de células infectadas entre

células tratadas com os compostos e as ndo tratadas (controle negativo). Os
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testes foram realizados em triplicata.

4.10. AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS COMPOSTOS EM MACROFAGOS
MURINOS

Macrofagos foram coletados do peritbneo de camundongos Balb/C com
meio de cultura RPMI 1640 puro (Gibco®). Ap6s centrifugacéo a 1190 rpm ou
300G, o sobrenadante foi desprezado e o material sedimentado foi
ressuspendido para contagem das células viaveis com azul de tripan (Sigma®)
em camara de Neubauer. Foram distribuidas 10° células por poco em
microplaca de 96 pocos, contendo 200 pL de meio RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado (SFB).

As placas foram incubadas por 12 h a 37 °C e 5% de CO,. Em seguida,
o meio de cultura foi renovado e entdo adicionou-se cada composto a ser
avaliado nas concentragcbes de 5 a 200 pg/mL. Para a leitura da viabilidade
celular, apés 24 h foram acrescentados 100 pg/poco de MTT em PBS (6
mg/mL) por 4 h, seguido da retirada do meio de cultura e da adi¢cdo de 100 pL
de DMSO. A viabilidade foi verificada pela quantificacdo de formazan em

espectrofotometro a 570 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos nesse estudo foram submetidos a testes de triagem em
relacdo a sua atividade em formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis.

Um extrato bruto preparado a partir da planta inteira ou de suas partes
contém centenas de moléculas distintas, pertencentes a diversas vias
biossintéticas, e consequentemente, constitui uma biblioteca natural de substancias
potencialmente ativas (Schmidt et al., 2012a). Portanto, a investigacao da atividade
de extratos deve ser interpretada como a avaliacdo de uma colecao inteira de
compostos de uma s6 vez (Schmidt et al., 2012a).

Dentre o0s testes realizados em estudo prévio do Laboratorio de
Farmacognosia, cinco extratos de plantas do Cerrado apresentaram atividade
acima de 90% em formas promastigotas de L. (L.) amazonensis a 100 pg/mL. A
partir deste resultado foi entdo testada a capacidade de cada um desses extratos
em inibir 50% da atividade dos parasitos, determinando assim 0s respectivos
valores de Clsy.

O extrato hexanico da casca do caule de Austroplenckia populnea
(Celastraceae) apresentou Clsp = 85,13 pg/mL, e o da folha Clsg = 45,19 pg/mL. Os
extratos hexanico e acetato de etila da casca do caule de Clusia pernambucensis
(Clusiaceae) apresentaram Clso = 65,0 pg/mL. A literatura relata que outra espécie
do género, Clusia amazonica, demonstra atividade em amastigotas axénicas de L.
amazonensis (Odonne et al., 2009) para extratos etandlicos de galhos e folhas,
com Clso de 32,9 e 34,6 ug/mL, respectivamente.

O potencial leishmanicida do extrato hexanico da casca do caule de
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Maprounea guianensis (Euphorbiaceae) foi verificado, com Clsp = 29,58 pg/mL. O
uso tradicional de M. guianensis para tratar topicamente a leishmaniose é relatado
em comunidades indigenas Oyapock (Odonne et al., 2011a) na Guiana Francesa, a
partir da aplicacdo de cataplasma das folhas no local da lesé&o.

Buscando informacdes que fossem ao encontro dos resultados que
observamos e com os relatos de uso etnofarmacologico, foi verificado que alquil-
ferulatos, isolados juntamente com triterpenos do caule de M. guianensis (David et
al., 2004), apresentaram potencial inibitério em proteases (Santos et al., 2012). Os
autores destacam que essas enzimas sao importantes para a interacao parasito-
hospedeiro, facilitando a invasdo do parasito na célula do hospedeiro mamifero e
promovendo a degradacao de proteinas do hospedeiro.

A avaliacdo dos extratos em fibroblastos da linhagem NIH-3T3 (Tabela 3, p.
52) permitiu comparar os valores absolutos de Clsp nessa linhagem, sendo que o
extrato acetato de etila da casca do caule de C. pernambucensis apresentou menor

citotoxicidade, com Clso = 100,5 pg/mL.

Tabela 3. Atividade de extratos de plantas do Cerra do em L. (L.) amazonensis

e citotoxicidade em células NIH-3T3.

Familia Parte da planta, L. (L.) amazonensis Células indice de
Espécies solvente Clso (pg/mL) NIH-3T3 Seletividade
Celastraceae

Austroplenckia populnea Casca do caule, H 85,13+ 1,12 99,24 0,86
(Reissek) Lundell Folha, H 45,19 + 2,32 53,57 1119
Clusiaceae

Clusia pernambucensis G. Casca do caule, AcOEt 65,0 + 2,45 100,5 1,54
Mariz Casca do caule, H 65,0 + 1,33 16,65 0,26
Euphorbiaceae

Xj&rounea guianensis | - asca do caule, H 29,58 + 2,99 6521 220

Teste em formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. Teste de citotoxicidade realizado em
células NIH-3T3. Solventes utilizados: H: hexano, AcOEt: acetato de etila.
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Sabendo que o ideal para triagem de compostos ativos em protozoarios é
relacionar a atividade a citotoxicidade (loset et al., 2009), nossos resultados com
extratos foram incluidos como parametros para continuidade do trabalho. Porém,
somente com a purificacdo das substancias foi possivel avaliar melhor o efeito em
células de mamiferos.

Para selecionar um extrato ativo para isolamento de constituintes quimicos,
foi utilizada a combinacéo dos seguintes critérios: atividade em promastigotas de L.
(L.) amazonensis, citotoxicidade em fibroblastos NIH-3T3, e revisdo bibliogréfica
em bases de dados cientificas (SCOPUS, Web of Science).

Foi escolhida a espécie Clusia pernambucensis para dar continuidade aos
nossos estudos, considerando-se varios aspectos. Primeiramente, trata-se de uma
espécie com apenas um estudo fitoquimico, sendo apenas da resina floral (Porto et
al., 2000). Além disso, ndo ha atividade descrita de extratos ou compostos dessa
planta para o género Leishmania.

No género Clusia, Peraza-Sanchez et al. (2007) demonstraram a atividade
do extrato metandlico das folhas de C. flava em L. major. Odonne et al. (2009)
mostraram que 0s extratos aquosos de folhas e galhos de C. amazonica, espécie
utilizada tradicionalmente para o tratamento de leishmaniose cutanea e muco-
cutanea no Peru, sdo ativos em L. amazonensis.

A atividade do extrato bruto, a citotoxicidade moderada e a perspectiva de
isolar compostos ativos a partir de uma espécie cujo género possui relatos de uso
etnofarmacoldgico para leishmaniose cutanea determinaram a selecdo do extrato
acetato de etila da casca do caule de Clusia pernambucensis para estudo
fitoquimico.

O fracionamento do extrato acetato de etila da casca do caule de Clusia
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pernambucensis por cromatografia em coluna resultou em 21 grupos (G-1 a G-21),

reunidos de acordo com o perfil cromatografico em CCD (Tabela 4, p. 55).



Tabela 4. Fracionamento do extrato acetato de etila
Clusia pernambucensis.
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da casca do caule de

Grupo (CP) FracOes Massa (g)
1 1-2 0
2 2-4 0,12
3 5-11 0
4 12-19 0,629
5 20-26 0,937
6 27-34 0,0077
7 35-69 0,0529
8 70-72 0,0185
9 73-80 0,4256
10 81-83 0,0261
11 84-122 3,5481
12 123-144 0,1952
13 145-160 0,2626
14 161-195 0,4109
15 196-204 0,2062
16 205-215 0,195
17 216-250 0,8123
18 251-268 0,9898
19 269-293 2,1749
20 294-303 0,5715
21 304-312 0,7254
Total 12,30




Clusia pernambucensis

casca do caule, acetato de etila (14,15 g)

Coluna silica-gel 0,04-0,083 mm
[asz movel: Ciclohexano-AcOCt-Me Ol |

G-1
Og

0,937

0,053 ¢

0,426 g

G-11

3,548 g

G-13

0,263 g

G-15
0,206 g

G-19

2.175¢g

G-21
0,725¢g

G-2
0,129

G-4
0,6299

G-6
0,008 g

G-6
0,019¢

G-10
0,025¢

G-12
0,195¢

G-14
0,411g

G-16
0,195¢g

G-18
0,990¢g

G-20
0,5729
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1. Colung silica-gel 0,04-0,083 mim
Fase mivel: Ciclohexano-Ac0Et

2. CLAE RF C18
Fase mével: MaOH 280%-4aCM (1060}

1

Acido betulinico \
CP6 100mg (0.7 %) \
[(-sitosterol X
CP720.2mg{0.1%) '
1

AV
Tocotrienois
CP285.3mg (0.6 %)
CP31.4mg(0.009 %)
CP4 0.3 mg(0.004 %)
CP510.2mg (0.07 %)

(-__--________________________-__

Clusiaxantona
CP1
36,2mg (0.2 %)

Figura 6. Fluxograma do fracionamento do extrato ac  etato de etila da casca do caule de Clusia pernambucensis.
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O grupo G-15 foi purificado em coluna novamente para obtencdo do
composto CP1 (36,2 mg; 0,2 %). A purificacdo do grupo G-19 foi realizada em
CLAE, operando em fase reversa com sistema isocratico da mistura ternaria
isocratica H,O:MeOH:MeCN (8:32:60). Ao final desse processo foram isolados
quatro compostos: acido Z-6-tocotrienoléico (CP2; 85,3 mg; 0,6 %), &-tocotrienol
(CP3; 1,4 mg; 0,009 %), d-tocotrienol-metil-éster (CP4; 0,6 mg; 0,004 %), e alcool
o-tocotriendlico (CP5; 10,2 mg; 0,07%). Também foram isolados o acido betulinico
(CP6; 100 mg; 0,7 %) e B-sitosterol (CP7; 20,2 mg; 0,1 %) (Figura 6, p. 56).

A partir do composto CP1, intitulado clusiaxantona, foi obtido o derivado
metil éter (1a), por meio de reacdo de metilacdo com diazometano. E a partir da
metilacdo de uma hidroxila e da carboxila terminal do acido Z-8- tocotrienoldico

(CP2) foi obtido o composto 2a (Tabela 5, p. 58).



Tabela 5. Compostos isolados da casca do caule de

C. pernambucensis e derivados semi-sintéticos
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Grupo de _ Nomenclatura quimica Formula o
) Compostos [Sigla o Estrutura quimica
origem oficial molecular
6,9-dihidroxi-3,3-dimetil-5-
G-15 Clusiaxantona | CP1 _ .(3-met|Ibut-2- C23H240s5
enil)pirano[2,3-c]xanten-
7(3H)-ona
6-hidréxi-9-metoxi-3,3-
Modificagao dimetil-5-(3-metilbut-2-
- la L C24H2605
estrutural enil)pirano[2,3-c]xanten-
7(3H)-ona
Acido 2,6,10-
Acido Z-&- tridecatriendico, 13-[(2R)-
G-19 CP2 | 3,4-dihidro-6-hydroxi-2,8- | C27H3s04

tocotrienoldico

dimetil-2H-1-benzopiran-2-
ill-2,6,10-trimetil
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Modificagao

estrutural

2a

Acido 2,6,10-
tridecatriendico, 13-(3,4-
dihidro-6-metoxi-2,8-
dimetil-2H-1-benzopiran-2-
il)-2,6,10-trimetil-, metil
ester

C29H4204

G19

O-tocotrienol

CP3

2H-1-Benzopiran-6-ol,3,4-
dihidro-2,8-dimetil-2-
(4,8,12,16-tetrametil-
3,7,11,15-heptadeca-
tetraen-1-il)

Ca2Hss02

G19

O-tocotrienol-

metil-éster

CP4

Acido 2,6,10-
tridecatriendico,13-(3,4-
dihidro-6-metoxi-2,8-
dimetill-2H-1-benzopiran-
2-il)-2,6,10-trimetil-, metil
éster

C28H4004,

G-19

Alcool &-

tocotriendlico

CP5

2H-1-benzopiran-6-ol, 3,4-
dihidro-2-[(3E,7E,11E)-13-
hydroxi-4,8,12-trimetil-
3,7,11-tridecatrien-1-il]-
2,8-dimetil

C27H3803

G-18

Acido

betulinico

CP6

Acido lup-20(29)-en-28-
oico, 3B-hidroéxi

C30Hs5003
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G-18

B-sitosterol

CpP7

Estigmast-5-en-33-ol

C2gH450;
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Para avaliar a atividade dos compostos isolados em Leishmania, foi utilizado
o modelo de amastigota intra-macréfago (Tabela 6, p. 61), que tem a vantagem de
levar em conta as barreiras celulares que todo composto deve ultrapassar para

alcancar o parasito alvo (Dutta et al., 2011; Loiseau et al., 2011).

Tabela 6. Atividade dos compostos em amastigotas de L. (L.) amazonensis
(Clsp - pg/mL) e avaliacdo da citotoxicidade em macréfag  os murinos (CC s -

pg/mL)

Clso (ug/mL) CCsp (Hg/mL) -
) i Indice de
Composto amastigotas macréfagos o
) . Seletividade
L. (L.) amazonensis murinos

Clusiaxantona (CP1) 253+23 17,22+29 0,68
Derivado 1a 225+1,6 32,56 £ 3,3 1,45
Acido Z-8-tocotrienoldico (CP2) 77,334 >200,0 -
Derivado 2a >100,0 > 200,0 -
O-tocotrienol (CP3) >100,0 > 200,0 -
O-tocotrienol-metil-éster (CP4) >100,0 78,04+7,1 -
Alcool 8-tocotriendlico (CP5) >100,0 > 200,0 -
Acido betulinico (CP6) >100,0 > 200,0 -
Anfotericina B 0,2+0,1 - -
Antimoniato de meglumina 9,15+0,8 - -
Miltefosina 0,45+0,2 - -

Atividade anti-Leishmania calculada a partir da razdo entre os resultados apés o tratamento e o
controle negativo. Os compostos também foram testadas em macréfagos peritoneais de

camundongo Balb/C. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os resultados observados em relacdo a atividade dos compostos isolados
em amastigotas de L. (L.) amazonensis e a citotoxicidade em macrofagos
peritoneais de camundongo Balb/C relatados na tabela 6 estdo discutidos

posteriormente, apos descricdo dos compostos.
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5.1. COMPOSTO CP1

O fracionamento do grupo G-15 do extrato acetato de etila da casca do caule
de Clusia pernambucensis levou a obtencdo de um solido cristalino amarelo com
[a]o= - 57,376 (MeOH, ¢ = 0,1), que foi nomeado CP1 e submetido a andlises
espectrométricas.

A interpretagédo conjunta dos dados permitiram a proposta estrutural para o
composto CP1, denominado clusiaxantona, com nomenclatura sistematica 6,9-
dihidréxi-3,3-dimetil-5-(3-metilbut-2-enil)pirano[2,3-c]xanten-7(3H)-ona. A férmula
molecular estabelecida foi C,3H2,0s5. Este composto ainda ndo havia sido descrito

na literatura (Figura 7, p. 62).

Figura 7. Estrutura do composto CP1, denominado clu  siaxantona.
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O grupo G-15 foi recromatografado e, ap0s recristalizagdo com acetato de
etila, foi recuperado um precipitado amarelo amorfo. O volume de 1 mL deste
material foi injetado a 20 mg/mL em aparelho CLAE (Figura 8, p. 63), cujo pico
observado no cromatograma apresentou tempo de retencéo igual a 12,1 minutos,

em corrida com fase movel composta por hexano/acetato de etila (95:5).
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Figura 8. Cromatograma do grupo G-15 do extrato AcO Et da casca do caule
de Clusia pernambucensis. CLAE com coluna prep Phenomenex (10 mm X
250 mm), em fase normal. Fase movel: hexano/acetato  de etila (95:5), fluxo: 3
mL/min. Deteccéo por arranjo de fotodiodo (DAD) 275 nm.
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No espectro de absorcéo na regido do infravermelho (cm™) (Figura 9, p. 64)
foi observada uma banda intensa em 3.224 cm™ relacionada & deformacéo axial de
ligacdo O-H, e os sinais em 2.970 e 2.919 referem-se aos estiramentos simétricos
e assimétricos de ligacées C-H com carbonos sp°. A banda de absorcdo a 1.647
cm™ ocorre em decorréncia de estiramentos C=0. Os sinais em 1.606, 1.480, 1.465

e 1.357 cm™ indicam deformac6es axiais C=C e angulares C-H em carbonos sp?.
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Figura 9. Espectro de absorcéo em infravermelho (cm ™) do composto CP1.
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No espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) (Figura 10, p. 66) foram
observados dois dubletos em & 7,53 (Hs, d, J = 10,0 Hz) e 8,04 (Hg, d, J = 3,0 Hz) e
um duplo-dubleto em & 7,58 (He, dd, J = 10,0; 3,0 Hz). Esses valores indicam a
possibilidade de pelo menos um anel aromatico, com hidrogénios em posi¢des orto
e para entre si. O grupo hidroxila em C; foi caracterizado pelo sinal em 6 13,86 (S).

Os sinais em 6 1,96 (Hig, Sl), 1,74 (Hzo, Sl), 3,62 (His, d, J = 7,8 Hz). e 5.49
(Hi7, t, J = 7,8 Hz), sdo caracteristicos de fragmento prenila. Um ndcleo 2,3-
desidro-pirano também foi identificado pela presenca dos sinais em 0 1,49 (Hy4, S);

e} 1,49 (Hls, S), o) 5,65 (le, d, J=10,0 HZ) eo 6,97 (Hll, d, J=10,0 HZ).
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O espectro de RMN *C (125 MHz, CsDsN) do composto CP1 (Tabela 7, p.
67) apresentou 23 linhas espectrais (Figura 11, p. 68). Esses sinais, apoiados pelos
dados de RMN *3C DEPT 135° (Figura 12, p. 68), mostraram seis metinos (5
109,21; 119,78; 125,68; 123,35; 116,49 e 128,21), doze carbonos né&o
hidrogenados (6 121,80; 150,47; 155,97; 181,87; 104,08; 155,16; 107,88; 158,67;
104,86; 156,56; 131,76 e 78,78), e duas metilas ligadas ao anel benzopirano (&
28,55 para ambas). As duas metilas do grupo prenila foram observadas pelos

deslocamentos quimicos & 18,48 (C1g) € 26,24 ppm (Cy).

Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN  *3C para o composto CP1

C CH CH> CHs
1 155,16 5 119,78 16 22,28 14 28,55
2 107,88 6 125,68 15 28,55
3 158,67 8 109,21 19 18,48
4 104,86 11 116,49 20 26,24
4a 156,56 12 128,21
7 155,97 17 123,35
8a 121,80
9 181,87
9a 104,08
10a 150,47
13 78,78
18 131,76
12 C 6 CH 1CH; 4 CHs

Foi possivel observar a presenca dos carbonos olefinicos a & = 123,35 (C;7)
e 131,76 (Cyg). O hidrogénio olefinico a & = 5,49 (Hi7) esta correlacionado com os
carbonos a & = 22,28 (Cy¢), 18,48 (C1g) € 26,24 ppm (Cy). O carbono aromatico
hidréxi-substituido a & =155,16 ppm também apresentou correlagdo com o metileno
a 0 = 3,62 ppm (His). Esses dados confirmam a presenca de um grupo prenila

ligado no anel aromético (Tabela 7, p. 67).
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A partir da analise do espectro de RMN bidimensional de correlacdo

heteronuclear a uma ligagédo de *H, *C - HSQC (Figura 13, p. 69), foi possivel

correlacionar cada hidrogénio ao seu respectivo carbono. A confirmacéo do nucleo

2,3-desidro-pirano foi possivel pela correlacdo entre os sinais de hidrogénio em &

1,49 (H14, S); o) 1,49 (H15, S); 5,65 (le, d, J=10,0 HZ) eod 6,97 (Hll, d, J=10,0 HZ)

e os sinais de carbono em & 28,55 (C14); 28,55 (C1s); 116,49 (C11) € 128,21 (C1o).
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Figura 13. Espectro HSQC do composto CP1.
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O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a mais de
uma ligacdo *H, *C — HMBC (Figura 14, p. 71) permitiu observar o acoplamento
entre hidrogénios e carbonos a duas e trés ligacoes.

A posicdo do fragmento prenila em C, foi confirmada pelas correlacbes
observadas no espectro HMBC, entre os dois hidrogénios em & 3,62 (Hi) a duas
ligacbes com os carbonos em & 123,35 e 107,88 (C17 e C», 2JcH) € a trés ligacdes
com os carbonos em & 155,16 e 158,67 (C1 e Cs, 3Jcn). O acoplamento entre os
hidrogénios em & 6,97 (H11) a duas ligagées com o carbono em & 104,86 (Cs, 2Jch)
e a trés ligacbes com o carbono em & 156,56 e 158,67 (C4a € Cs, 2Jcy) determinou
a conectividade entre os carbonos Ci; e Ca.

Com os dados de HSQC e HMBC foi possivel elaborar a tabela de

correlacao entre carbonos e hidrogénios (Tabela 8, p. 72).
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Tabela 8. Correlacoes HSQC e HMBC do composto CP1.

CP1 (em CsDsN)

HSQC HMBC
Oc On 2Jeh 3Jen

C

1 155,16 - 2H-16

2 107,88 - 2H-16 H-17

3 158,67 - H-11; 2H-16

4 104,86 - H-11 H-12

4a 156,56 - H-11

7 155,97 - H6; H-8 H-5

8a 121,80 - H-8 H-5

9 181,87 - H-8

9a 104,08 -

10a 150,47 - H-5 H-6; H-8
13 78,78 - H-12; 3H-14; 3H-15 H-11

18 131,76 - H-17 3H-19/3H-20 2H16
CH

2 - _ _ -

5 |11978| 7,53 (d, 10,0)

6 | 12568 | 7,58 (dd, 10,0, 3,0) H-8

8 |10921| 8,04 (d, 3,0) H-5

11 116,49 6,97 (d, 10,0) H-12

12 128,21 5,65 (d, 10,0) H-11 3H-14/3H-15
17 123,35 5,49 (t, 7,8) 2H-16 3H-19; 3H-20
CH,

16 | 22,28 3,62 (d, 7.8)
CHs;

14 | 2855 1,49 (s) H-12 3H-15
15 | 28,55 1,49 (s) H-12: 3H-14
19 | 1848 1,96 (sl) H-17

20 | 26,24 1,74 (s)) H-17
HO-1 ] 13,86 (s)

72
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O espectro COSY de CP1 (Figura 15, p. 73) possibilitou a identificacdo dos

acoplamentos entre hidrogénios.

EVERTON/LAILA) (0JCOSY/Pyr-dé) OPER. NATALT

— - # Q\ ) 8.0
o: N M ‘

Figura 15. Espectro COSY do composto CP1.
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A férmula molecular Cy3H»405 foi estabelecida conforme dados de HR-ESI-

MS, operando no modo positivo. A molécula protonada [M+H]" apresentou m/z

379,1540 (erro de 1,0 ppm) (Figura 16, p. 74). Foi realizada também a anélise em

modo negativo (Figura 17, p. 75), sendo obtida a molécula desprotonada [M-HJ

com m/z 377,1451 (erro de 16 ppm).
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Figura 16. Espectro de massas do composto CP1 em al
(erro de 1 ppm) em modo positivo [M+H]
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Figura 17. Espectro de massas do composto CP1 em al ta resolucdo ESI-MS
(erro de 16 ppm) em modo negativo [M-H]

Xantonas sdo compostos polifenolicos produzidos por plantas, fungos e
liquens. O nudcleo basico dessa classe quimica é triciclico, com um esqueleto
simétrico. O anel A é formado pela via do acetato, envolvendo os carbonos 1-4,
enquanto o anel B € derivado da via do &cido chiquimico, constituido pelos

carbonos 5-8 (Figura 18, p. 75) (El-Seedi et al., 2010).

Figura 18. Estrutura basica de xantonas.
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A formacéo da estrutura primaria de treze carbonos desse grupo em plantas
tem como base precursora as benzofenonas poliidroxiladas. No inicio, a
fenilalanina, formada na via do chiguimato com a condensacdo entre acido
corismico e fosfoenolpiruvato, sofre oxidacdo para gerar o acido hidroxibenzadico
(El-Seedi et al, 2010). A condensacao de trés unidades de acetato na extremidade
carboxilica e o subsequente rearranjo levam a ciclizacdo que produz o anel A. Em
sequéncia, a oxidacdo de um grupo hidroxila presente em benzofenonas, com a
perda de um hidrogénio, causa o fechamento que forma o terceiro e ultimo anel

(Figura 19, p. 76) (El-Seedi et al, 2010).
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Figura 19. Biosintese geral de xantonas. Fonte: EI-  Seedi et al, 2010.

Diferentes xantonas séo descritas por sua atividade antiprotozoaria (El-Seedi
et al, 2009). Em nosso trabalho, o extrato AcOEt da casca do caule de C.
pernambucensis apresentou Clsg igual a 65,0 ug/mL em formas promastigotas de

L. (L.) amazonensis. Avaliando o potencial leishmanicida do composto CP1 em
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macrofagos peritoneais infectados com formas amastigotas, foi possivel observar
que a clusiaxantona (CP1) apresentou com Clsg igual a 25,3 pg/mL (Tabela 6, p.
61). Em relacéo a citotoxicidade, a clusiaxantona apresentou CCso = 17,22 pug/mL.
O isolamento do composto CP1 permitiu aprimorar a atividade observada no
extrato bruto. Apesar do efeito moderado observado em formas amastigotas e a
citotoxicidade em macréfagos murinos, é possivel considerar esse composto como
protétipo para obtencdo de derivados ativos. O potencial anti-protozoario das
xantonas é evidenciado em estudos com Plasmodium sp., Trypanosoma sp. e
Leishmania (Azebaze et al., 2008; Dua et al., 2009).

Um mecanismo sugerido para a acao de xantonas em tripanossomatideos,
incluindo Leishmania sp., é a formacéo de complexos com grupos heme (presentes
na hemoglobina, por exemplo) (Kelly et al., 2003). Essa interacdo interfere em uma
via metabdlica essencial para o parasito, e no caso da Leishmania, essa

dependéncia ocorre tanto em promastigotas como amastigotas (Kelly et al., 2003,

Schmidt et al., 2012b).
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5.2. DERIVADO 1A

A metilagcdo da hidroxila 7-OH do composto CP1 com diazometano permitiu
a obtencdo do derivado la (Figura 20, p. 78) a fim de aprimorar a atividade

leishmanicida do composto isolado clusiaxantona.

20

Figura 20. Composto 1a, derivado semi-sintético da clusiaxantona (CP1).

A confirmacéo da posicdo da hidroxila em C; foi realizada pela analise do
espectros de RMN H (Figura 21, p. 79) e *C (Figura 22, p. 80) do derivado 1a em
comparacao com os espectros de CP1. O carbono C; do éter metilico 7-O-Me, & =
165,22 ppm, apresentou desprotecado de aproximadamente 9,0 ppm causada pelo

efeito a da metila.
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Para correlacionar cada hidrogénio ao seu respectivo carbono, foi analisado
o espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma ligacao de
'H, BC - HSQC (Figura 23, p. 81). A tabela 9 (p.83) retine os dados de HSQC,
demonstrando a correlacéo e os acoplamentos entre carbonos e seus respectivos

hidrogénios.
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Figura 23. Espectro HSQC do derivado 1a.




82

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a mais de
uma ligacdo *H, **C — HMBC do derivado 1a (Figura 24, p. 82) permitiu observar o

acoplamento entre hidrogénios e carbonos a duas e trés ligacoes.
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Figura 24. Espectro HMBC do derivado la.



Tabela 9. Correlacées HSQC do derivado 1a.
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Derivado 1la
(em CDCI3+CD30D)
HSQC
Oc O

C

1 155,95 -

2 107,54 -

3 158,47 -

4 104,80 -

42 157,15 -

7 165,22 -

82 122,17 -

9 183,02 -

92 104 -

102 148,56 -

13 78 -

18 131,21 -

CH

2 - -

5 119,65 7,23 (d, 3,0)

6 129,94 7,19 (d, 9,0)

8 110,67 7,10 (dd, 9,0, 3,0)
11 117,02 6,69 (d, 10,0)
12 127,79 5,59 (d, 10,0)
17 123,72 5,23 (t, 7,4)
CH;

16 22,24 3,43 (d, 7,4)
CH;

14 28,69 1,48 (s)
15 28,69 1,48 (s)
19 18,36 1,86 (sl)
20 26,14 1,65 (sl)
MeO 49,20 3,31 (s)
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Para o derivado 1a, com férmula molecular estabelecida C,4H»605, foi obtida
m/z 393,1699 (erro de 0 ppm) para a molécula protonada [M+H]" em HR-ESI-MS,

operando em modo positivo (Figura 25, p. 84).

Intens. +MS, 17.5min #1047
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00—l L e eV S S —
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Figura 25. Espectro de massas do derivado 1la em alt a resolucdo ESI-MS (erro
de 0 ppm) em modo positivo [M+H] ™.
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Para avaliar a atividade de cada composto é importante garantir uma
infeccédo eficiente dos macréfagos pelas amastigotas. Dessa forma, foi padronizada
uma taxa de infeccdo maior que 80% em todas as condicdes testadas.

O efeito antileishmania do derivado la foi mantido (Tabela 6, p. 61),
notando-se Clsg igual 22,5 pg/mL. O composto natural CP1 e o produto semi-
sintético 1a tiveram sua atividade leishmanicida observada em microscopio Optico
(Figura 26, p. 86). A média da taxa de infeccdo para os macrofagos nao-tratados foi
de 4,95 amastigotas de L. (L.) amazonensis. por cada macrofago. O teste com CP1
a 20 pg/mL reduziu a infeccéo para 2,88 parasitos por célula, diminuindo em 42 %
a quantidade de parasitos na célula hospedeira. Ja os macrofagos murinos tratados
com o derivado la na mesma concentracdo apresentaram, em média, 2,78
amastigotas cada, ou seja, 44 % amastigotas a menos quando comparado ao

controle negativo. A 10 pg/mL também houve reducao da infecgéo.



86

Figura 26. Laminas de microscopia Optica dos ensaio s com amastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis intra-macréfago. (A) clusiaxantona 20
pug/mL, (B) derivado la 20 pg/mL, (C) clusiaxantona 10 pg/mL, (D) controle
negativo, (E) detalhe da forma amastigota. (N) refe re-se ao nucleo de cada
célula, (K) refere-se ao cinetoplasto e as setas in dicam a presenca de
amastigotas infectando as células.
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A presenca de grupos lipofilicos no derivado 1la em relacdo ao composto
original CP1 proporciona melhor internalizacdo da substancia pelos macrofagos,
tornando-o mais disponivel. Quimicamente, ha maior possibilidade de penetracdo
do composto para atuacdo no alvo de interesse (Stec et al., 2012, Audisio et al.,
2012).

Os compostos CP1 e la consistem em xantonas com a presenca de um
grupo prenila na posicdo C,. Azebaze et al. (2008) estudaram a atividade de
xantonas sintéticas em formas amastigotas axénicas de L. amazonensis,
observando que o potencial leishmanicida foi mais evidente na presenca de grupos
prenila nas posicoes 2 e 4. Esses pesquisadores observaram um Clsg igual a 13,3
png/mL para uma xantona natural prenilada em C,, e nenhuma atividade para
xantonas simples sem a cadeia lateral prenila. Considerando que nossos ensaios
foram realizados com xantonas preniladas na mesma posicdo (Figura 6, p. 61;
Figura 20, p. 78), sugere-se que a presenca de grupos prenila pode proporcionar
melhor atividade antileishmania para atingir niveis desejaveis de atividade
antileishmania.

Xantonas hidroxiladas e metoxiladas foram isoladas de Andrographis
paniculata (Acanthaceae), com estruturas similares ao derivado 1la, que apresenta
uma funcdo metoxi em C;. Esses compostos também mostraram atividade em
amastigotas de Leishmania infantum no interior de macréfagos peritoneais (Clsp =
8,0 ug/mL) (Dua et al. 2009).

De acordo com a literatura, o nucleo de xantonas hidroxiladas (Figura 27, p.
87) mostra potencial para o desenvolvimento de derivados ativos em Leishmania
sp., como observado para 3,6-bis-w-dietilaminoalcoxi-xantonas testadas em L.

mexicana (Kelly et al., 2003), com resultados que corroboram os dados obtidos
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pelo nosso grupo com as xantonas (tabela 6, p. 61).

15—\13/12\\%1
O, 341\161/0\106‘/5%{?
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19 //17 OH lcl) b

Figura 27. Nucleo xant6énico do composto CP1 eseud  erivado 1la.

A introducéo de dietialaminas em dois grupos hidroxila permitiram a Kelly et
al., 2003 obter valores de Clso na ordem de décimos de micrograma por mililitro, ou
seja, entre 0,1 e 0,9 ug/mL. Tendo em méos uma xantona natural com rendimento
razoavel para obtencdo de derivados, como obtivemos com a clusiaxantona (36,2
mg), a alternativa de introduzir dietilaminas em cada hidroxila faz parte das
perspectivas do nosso grupo para aprimorar a atividade observada.

A reacdo de metilacdo com diazometano, proposta para obtencdo do
derivado 1a, diminuiu a citotoxicidade da molécula original (CP1) (Tabela 6, p. 61).
A andlise das laminas mostrou que a presenca de macréfagos viaveis na
concentracdo de 20 pug/mL foi maior no teste com o derivado 1la do que o composto
original, demonstrando menor citotoxicidade do derivado e maior viabilidade

celular.
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5.3. COMPOSTOS CP2 E SEU DERIVADO 2A, CP3, CP4 E CP5

Uma aliquota do grupo G-19 (200,3 mg) foi analisada por CLAE,
operando em fase reversa (RP-CLAE), em um sistema eluente isocratico de
H,O:MeOH:MeCN (8:32:60), com uma coluna preparativa ODS Shimadzu
(20x250 mm, 10 pm), com fluxo de 9 mL/min e injecdo de 1 mL (20 mg/mL)
(Figura 28, p. 90). Foram coletados dez picos (Tabela 10, p. 89). Os picos 3
(2,4 mg), 5 (2,1 mg), 6 (85,3 mg) e 7 (10,2 mg) foram analisados por RMN e

espectrometria de massas para identificagéo estrutural.

Tabela 10. Fracionamento do grupo G-19 do extrato a cetato de etila da
casca do caule de Clusia pernambucensis em RP-CLAE.

Pico Massa (mg)

1 11

1,6

1,4

2,1

0,6
85,3

10,2

0,4

O© |0 N | | 0| B~ W DN

15

=
o

3,5

TOTAL 107,7
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Figura 28. Cromatograma do grupo G-19 (20mg/mL) do  extrato AcOEt da
casca do caule de Clusia pernambucensis. CLAE com coluna ODS
Shimadzu analitica (4,6 mm x 250 mm), em fase rever sa. Fase movel:
MeOH/H20 (80/20) : MeCN, 40:60, fluxo: 1 mL/min, de teccdo a 209 nm.

5.3.1 Composto CP2

O fracionamento do grupo CP-19 em CLAE (Figura 28, p. 90) permitiu a
obtencdo de um sdlido amorfo de coloracdo verde, nomeado composto CP2,
que apdés andlises espectrométricas foi identificado como acido Z-6-

tocotrienoldico (Figura 29, p. 90).

Figura 29. Estrutura do acido Z-&-tocotrienoléico (CP2).

A férmula molecular de CP2 é Cy;H3304, de nomenclatura sistematica
acido 2,6,10-tridecatriendico, 13-[(2R)-3,4-dihidro-6-hydroxi-2,8-dimetil-2H-1-
benzopiran-2-il]-2,6,10-trimetil. A presenca do &cido Z-&6-tocotrienolbico ainda

nao havia sido relatada nessa espécie.

45

mAU
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Para CP2, observou-se no espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) a
presenca de dois dubletos em & 6,49 (H;,d, J =2,6 Hz) e 6,38 (Hs, d, J = 2,6
Hz), indicando a possibilidade de ao menos um sistema aromatico, com
hidrogénios em posi¢cdo meta entre si. Uma cadeia de farnesilo foi sugerida
pelos singletos em & 1,83 (Hiza), 1,60 (Hga) € 1,59 (Hga) referentes a trés
grupos metila, além da presenca dos hidrogénios metilénicos em & 2,29 (Hio,
m), 2,09 (Hg, m), 2,07 (He, m), 1,98 (Hs, m), 2,11 (H», m), 1,64 (H;,m), 1,53
(Hy,, m) e dois sinais de hidrogénios olefinicos em & 6,89 (Hyy, dt, J = 7,2 Hz) e
5,13 (H € Hg, t, J = 6,6 Hz).

O espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) (Figura 30, p. 92) apresentou
27 linhas espectrais, sendo 6 linhas relativas a carbonos aromaticos (6 147, 91;
146,13; 127,52; 121,41; 115,81 e 112,78) e 3 linhas de carbonos heterociclicos
pertencentes ao anel benzopirano (& 75,51; 31,55 e 22,65). Foram observados
ainda 15 sinais correspondentes ao grupo farnesilo (6 175,08; 135,06; 133,88;
145,14, 127,03; 125,37; 124,65, 39,69; 38,20; 27,78; 26,63; 22,34; 16,13; 16,01
e 12,21). Com o suporte dos dados de **C DEPT 135° (Figura 31, p. 92) foram
observados 5 carbonos metilicos, 8 metilénicos, 5 metinicos e 9 nao-
hidrogenados (Tabela 11, p. 93). O deslocamento quimico do grupo metilico
em Ci2,, que mostrou efeito y protetor do carbono metilénico em C,o, permitiu

definir a estereoquimica da carboxila em Cy3.
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos de RMN  *3C para o composto CP2

C CH CH» CHs
2 75,51 5 112,78 3 31,55 2a 24,21
6 147,91 7 115,81 4 22,65 8a 16,23
8 127,52 3 124,65 r 39,70 4'a 16,01
9 146,13 7 125,37 2’ 22,34 8'a 16,13
10 121,41 11 145,14 5 39,69 12'a 12,21
4 135,06 6’ 26,63
8 133,88 9 38,20
12’ 127,03 10’ 27,78
12’b 175,08
9C 5 CH 8 CH> 5 CHs

A andlise do espectro HSQC (Figura 32, p. 94) permitiu associar cada
hidrogénio ao seu respectivo carbono, enquanto o espectro de HMBC (Figura
33, p. 95) mostrou as correlacdes entre hidrogénios e carbonos a 2 e 3 ligacdes

(Tabela 12, p. 96).
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Figura 32. Espectro HSQC do composto CP2.




95

R S | A ) A ppm
r 0
E—— FQ = - =
] z P,
— ES o an @ - — 40
- 60
] - Tt -120
— .37 @
— = Sra a
- ; 140
160
~180
T T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 ppm

Figura 33. Espectro HMBC do composto CP2.




Tabela 12. Correlacbes HSQC e HMBC do composto CP2.
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Composto CP2 (em CDCl3)

HSQC HMBC

C Oc On 2Jen 3Jen

2 75.51 - 2H-1"; 2H-3; 3H-2a 2H-2' ; 2H-4
6 147.91 - H-5; H-7

8 127.52 - 3H-82

9 146.13 - H-5; 2H-4 ; H-

7 ; 3H-82

10 121.41 - 2H-4 2H-3

4 135.06 - 2H-5; 3H-4'a 2H-2’; 2H-6’
8 133.88 - 2H-9’;, 3H-8'a 2H-6’; 2H-10’
12’ 127.03 - 3H-8a; H-11’ 2H-10’
12'b 175.08 - 2H-10’; H-11’;

3H-12’'a

CH

5 112.78 6.38 (d, 2.6) 2H-4; H-7

7 115.81 6.48 (d, 2.6) H-5 ; 3H-82
3 | 12465 5.13 (t, 6.6) OH-2" OH-5 : 3H-4a
7 | 125.37 5.13 (t, 6.6) OH-6’ OH-5 : 3H-8a
11 145.14 6.89 (dt, 7.2, 1.3) 2H-10’ 2H-9' ; 3H-12'a
CH»

3 | 3155 | 1.80(m), 1.73 (m) 2H-4

4 | 2065 2.70 (m) oH-3

7' | 39.70 | 1.64(m),1.53 (m) 2H-2"

2 22.34 2.11(m) 2H-1"; 2H-3’

5 | 39.69 1.98 (m)

6 | 26.63 2.07 (M)

o | 3820 2.09 (M)

100 | 27.78 229 (m)
CH3

22 | 2421 1.27 (s) oH-1"; 2H-3
ga | 16.23 213 (s) H-7

4a | 16.01 1.59 (s) H-3' ; 2H-5'
ga | 16.13 1.60 (s) H-7": 2HY’
122 | 12.21 1.83 (sl) H-11’
12'b - - - -
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O espectro COSY de CP2 (Figura 34, p. 97), possibilitou a identificacédo

dos acoplamentos entre hidrogénios.
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Figura 34. Espectro COSY do composto CP2.
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Foi estabelecida a formula molecular C,7H330,4 para o composto CP2,
conforme dados de HR-ESI-MS, operando no modo positivo. A molécula
protonada [M+H]" apresentou m/z 427,2958 (erro de 25 ppm) e 449,2786

[M+Na]" (erro de 26 ppm) (Figura 35, p. 98 e Figura 36, p. 98).

Tntens
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449.2786

0.8

0.6

0.4

465.2553

|
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409.284¢

2851550  341.1835

00 i T — | ‘ L Lo i ‘m AL“\\:L s " R ) i )
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 miz

665.4532 8755655

239.1687
177.0065
([

EVCPP6_POS d: +MS

Figura 35. Espectro de massas do composto CP2 em al ta resolugao ESI-
MS (erro de 25 ppm) em modo positivo [M+H] *

Na*

Co7H3804
(calc m/z426.2770)
H+
m/z449.2786
(calc MVz449.2668)

Co7Hz904
m/z427.2958
(calc m/z427.2848)

Figura 36. Hipotese de ionizacdo de CP2.
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O é&cido Z-d-tocotrienoldico foi previamente isolado dos frutos de Clusia
grandiflora (Delle Monache et al., 1984). Em outro estudo, esse composto foi
obtido de Garcinia kola e seu potencial antioxidante foi avaliado, sendo que o
estado oxidativo da cadeia lateral n&o influenciou nessa propriedade
(Terashima et al., 2002). Significa dizer que mesmo na presenca de diversos
substituintes no carbono Ci3 (Figura 29, p. 90), a capacidade antioxidante se
manteve inalterada.

O acido Z-6-tocotrienoldico (CP2), contendo um acido carboxilico em
sua estrutura, demonstrou Clsp = 77,30 pg/mL em amastigotas de L. (L.)
amazonensis. Monzote et al. (2011) sugerem gue, em termos de mecanismo
de acdo, compostos contendo grupos cromanol, dentre eles os tocotriendis,
inibbem o complexo mitocondrial 1ll, tornando inviaveis amastigotas de

Leishmania sp.
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5.3.2. Derivado 2a

O derivado 2a, acido 2,6,10-tridecatriendico, 13-(3,4-dihidro-6-metoxi-
2,8-dimetil-2H-1-benzopiran-2-il)-2,6,10-trimetil-metil éster, foi obtido a partir da
metilacdo do composto CP2, utilizando-se diazometano. O produto da reacdo
foi confirmado com a anélise de espectros de RMN H. Foi estabelecida a

férmula molecular Co9H4204 para o derivado 2a.

H3C—_O

Figura 37. Composto 2a, derivado semi-sintético do composto CP2.

A obtencao do derivado 2a (Figura 37, p. 100) diminuiu o potencial da

atividade em Leishmania, enquanto a presenca do grupo carboxilico (CP2) se

mostrou favoravel a atividade (Tabela 6, p. 61).
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5.3.3. Composto CP3

O fracionamento do grupo G-19 em CLAE (Figura 28, p. 90) permitiu a
obtencdo do composto nomeado CP3, que apds analises espectrométricas foi

identificado como &-tocotrienol (Figura 38, p. 101).

Figura 38. Estrutura do &-tocotrienol (CP3).

O composto CP3, de nomenclatura sistematica 2H-1-Benzopiran-6-
ol,3,4-dihidro-2,8-dimetil-2-(4,8,12,16-tetrametil-3,7,11,15-heptadeca-tetraen-1-
il), foi registrado em patente como produto de sintese (Yamamoto et al., 1984),
sem relatos de obtenc&o natural.

A formula molecular de CP3, C3;H430,, foi estabelecida a partir do
espectro de massas. Foi obtido m/z 465,2649, operando no modo positivo
[M+H]" (Figura 39, p. 102). A partir da interpretacdo da ionizagcdo da molécula
(Figura 40, p. 102), o valor m/z 177,0929, referente a presenca do fragmento
cromanol, foi possivel sugerir tratar-se de mais uma substancia do grupo dos &-
tocotriendis.

Nos testes de avaliagdo do potencial leishmanicida ndo foi observada
atividade para o composto CP3 abaixo de 100 pg/mL em amastigotas de L. (L.)
amazonensis. Em relacdo a capacidade dessa substancia em causar danos

celulares a macrofagos murinos nos ensaios de citotoxicidade, notou-se que
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nao houve efeito toxico para a célula na maior concentracéo testada, isto €, a

200 pg/mL.

465.2649

0.5

431.?530
451.2528
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Figura 39. Espectro de massas do composto CP3 em al ta resolugdo ESI-
MS em modo positivo [M+H] ™.

C32H4802
(calc vz 464,3654)

HO

C32H4902
miz 465,2649
(calc vz 465,3732)

Figura 40. Proposta de mecanismo de ionizacdo do co  mposto CP3 em
espectrometria de massas.
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5.3.4. Composto CP4

O fracionamento do grupo G-19 em CLAE (Figura 28, p. 90) permitiu o
isolamento do composto nomeado CP4, que apos analises espectrométricas foi

identificado como sendo o &-tocotrienol-metil-éster (Figura 41, p. 103).

Figura 41. Estrutura do &-tocotrienol-metil-éster (CP4).

A formula molecular de CP4 é C,3H4004, de nomenclatura sistematica 6-
tocotrienol-metil-éster ou acido 2,6,10-tridecatriendico,13-(3,4-dihidro-6-metoxi-
2,8-dimetill-2H-1-benzopiran-2-il)-2,6,10-trimetil-, metil éster. A presenca desse
composto em fonte natural ainda ndo havia sido relatada. A literatura descreve
a molécula como produto obtido de sintese (Delle Monache et al., 1984,
Terashima et al., 2002).

A andlise por espectrometria de massas em modo positivo [M+H]"
obteve razdo m/z 441,2631 para a molécula protonada (Figura 42 e Figura 43,
p.104), possibilitando propor a formula molecular C,gH4004.

A semelhanca observada do espectro de massas do composto CP4 com
0s espectros dos compostos anteriores permitiu demonstrar a estrutura de um

tocotrienol com um éter metilico em Ci3.
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Figura 42. Espectro de massas do composto CP4 em al ta resolugao ESI-
MS em modo positivo [M+H] ~.

Me OMe
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HO CasHagOu HH O OMe
(calc m/z 440.2927)
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H
C2gH4004
(calc m/z 440.2927) Me OMe
Na*
Co2gH1104
m/z441.2631
Me OMe (calc m/z441.3005)
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HO C28H40NaO4
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(calc m/z463.2824) A
X
H
C11H1307
m/z177.0922

(calc m/z177.0915)

Figura 43. Proposta de mecanismo de ionizacdo do co mposto CP4 em
espectrometria de massas.
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Avaliando o efeito citotoxico de CP4 em macrofagos peritoneais de
camundongo Balb/C (Tabela 6, p. 61), foi observado que este composto
apresentou concentracdo responsavel por cinquenta porcento da citotoxicidade
igual a 78,04 pg/mL. Na verificacdo da atividade leishmanicida, abaixo de 100

png/mL ndo houve inibicdo significativa do parasito.
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5.3.5. Composto CP5

O fracionamento do grupo G-19 em CLAE permitiu o isolamento do
composto nomeado CP5, que apds analises espectrométricas foi identificado

como alcool d-tocotriendlico (Figura 44, p. 106).

Figura 44. Estrutura do alcool &-tocotriendlico (CP5).

A formula molecular de CP5 é Cy;H4003, de nomenclatura sistematica
2H-1-benzopiran-6-ol, 3,4-dihidro-2-[(3E,7E,11E)-13-hydroxi-4,8,12-trimetil-
3,7,11-tridecatrien-1-il]-2,8-dimetil. Este composto ainda ndo havia sido descrito
nessa espécie.

O espectro de RMN *C (125 MHz, CDCl;) (Figura 45, p. 107)
apresentou 27 linhas espectrais. Foram observadas 6 linhas relativas a
carbonos aromaticos (6 147,80; 145,97; 127,35; 121,23; 115,69 e 112,63) e 3
linhas de carbonos heterociclicos pertencentes ao anel benzopirano (6 75,34;
31,44 e 22,50). Foram observados ainda sinais correspondentes ao grupo
farnesilo (& 144,89; 134,98; 133,71; 127,03; 125,23; 124,51; 39,62; 38,05;
27,55; 26,51; 22,19; 16,05; 15,97 e 12,08). Com o suporte dos dados de *C
DEPT 135° (Figura 46, p. 108), foram observados 5 carbonos metilicos (CH3), 9
metilénicos (CHy), 5 metinicos (CH) e 8 nao-hidrogenados (C) (Tabela 13, p.

108). O deslocamento quimico do grupo metilico em Cj24, que mostrou efeito y
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protetor do carbono metilénico em Ci¢, permitiu definir a estereoquimica da

carboxila em Ci3.
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Figura 45. Espectro de RMN *3C do composto CP5 (125 MHz, CDCI ).
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos de RMN

13C para CP5.

13C-DEPT 135° do composto CP5 (125 MHz,

C CH CH; CHs

2 75,34 5 112,63 3 31,44 2a 25,19
6 147,80 7 115,69 4 22,50 8a 16,05
8 127,35 3 124,51 r 39,62 4'a 15,97
9 145,97 7 125,23 2' 22,19 8'a 16,00
10 121,23 5 112,63 S 39,53 12'a 12,08
4 134,98 6’ 26,51
8 133,71 9 38,05
12’ 126,80 10’ 27,55

12’b 69,09

8C 5 CH 9 CH; 5 CHs
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A anélise do espectro 'H, *C - HSQC (Figura 47, p 109) permitiu
associar cada hidrogénio ao seu respectivo carbono, enquanto o espectro de
'H, BC — HMBC (Figura 48, p. 110) mostrou as correlaces entre hidrogénios e
carbonos a 2 e 3 ligacgoes.

O espectro COSY de CP5 (Figura 49, p. 111) possibilitou a identificacéo

dos acoplamentos entre hidrogénios.
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Figura 47. Espectro HSQC do composto CP5.
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Figura 48. Espectro HMBC do composto CP5.
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Investigando a atividade de CP5, notou-se que ndo houve capacidade
do composto em inibir satisfatoriamente a infeccdo de amastigotas de L. (L.)
amazonensis em macrofagos. Nos ensaios de citotoxicidade, ndo foram

observados danos celulares nas concentracdes testadas de 5 a 200 pg/mL.

5.3.6. Tocotrienéis

Em relacdo a biossintese de tocotriendis, existem oito substancias
produzidas na natureza que s&o incluidas no grupo das vitaminas E. Sdo
quatro tipos de tocoferol e quatro tipos de tocotrienol (Figura 50, p. 112) , cada
um classificado como a, B, y e 6, dependendo do numero e posicao de metilas
substituintes no anel aromatico. E possivel observar que esses compostos
possuem uma unidade cromanol, composta por dois anéis, ligada a uma cadeia

saturada de dezesseis carbonos (Theriault et al., 1999).

Tocoferol

Tocotrienol

Figura 50. Estrutura geral de tocoferdis e tocotrie  nais.

Os tocotriendis diferem pela presenca de trés dupla-ligacées na cadeia

lateral de hidrocarbonetos, compreendendo uma unidade farnesil, ou seja, a
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condensacao de trés isoprenos. Estes compostos sao todos anfipaticos, em
que a cadeia reduz a polaridade da estrutura, enquanto a unidade cromanol
confere maior carater polar (Sen et al., 2006).

Para avaliacdo do potencial leishmanicida, foram testados quatro
tocotriendis isolados, com resultados de Clsg = 77,3 pg/mL para o acido Z-o-
tocotrienoldico (CP2), enquanto os compostos CP3, CP4 e CP5, juntamente
com o composto 2a, derivado do 4cido Z-6-tocotrienoldico, ndo apresentaram
acao leishmanicida abaixo de 100 pg/mL. Apenas o composto CP4 causou
menor viabilidade em células de mamiferos, com CCso = 78,04 pg/mL. Os
outros tocotriendis ndo reduziram a viabilidade celular abaixo de 200 pg/mL. Ou
seja, o efeito citotéxico dos tocotriendis ndo foi observado, exceto o composto
CP4, sugerindo que o grupo metil-estér da molécula pode estar relacionado a
danos na célula de mamifero avaliada.

O grupo quimico dos tocotriendis ainda nao havia tido seu potencial de
atividade relatado para Leishmania. A busca por publicacfes sobre tocotrienois
e protozoarios na literatura também ndo obteve nenhum resultado, tornando
interessante o fato da atividade antiprotozoaria dessas substancias nao ter sido

analisada ou publicada até esse trabalho.
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5.4. COMPOSTO CP6

O grupo G-18 foi recristalizado com CHCIl; para obtencdo de um
material insoltvel branco cristalino. A partir dos dados de RMN 'H, esse
precipitado foi identificado como &cido betulinico, cuja formula molecular é
C30Hs5003, (Figura 51, p. 114), ou acido lup-20(29)-en-28-6ico, 3B-hidréxi, de
acordo com comparacfes dos deslocamentos quimicos disponiveis na
literatura (Bruckner et al. 1948, Pacharoen et al., 1994) e os dados

experimentais.

Figura 51. Estrutura quimica do &acido betulinico, i  solado a partir do
extrato acetato de etila da casca do caule de  Clusia pernambucensis.

Nos testes biologicos, foi observado que o acido betulinico néo
apresentou atividade em formas amastigotas de L. (L.) amazonensis. Os
resultados de citotoxicidade ndo mostraram efeito do composto sobre a
viabilidade celular de macréfagos.

Dominguez-Carmona et al. (2010) avaliaram o acido betulinico e quatro
derivados semi-sintéticos em promastigotas de L. amazonensis e L.
braziliensis. O composto original apresentou valor de Clsg > 200 uM. Porém, a
esterificacdo do acido carboxilico, com oxidacdo da carboxila a cetona ou éster,

conferiu maior atividade leishmanicida, com Clsg variando entre 44,9 e 69,9 uM.
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Em outro trabalho, a obtencdo de uma série de produtos semi-
sintéticos a partir do acido betulinico permitiu encontrar um composto com Clsg
= 8,9 uM em formas amastigotas de L. donovani (Alakurtti et al., 2010). Um dos
modos de acdo de derivados da betulina em L. donovani envolve a inibi¢cao de
topoisomerase IB, que pertence a uma familia de enzimas que atuam no DNA

em processos vitais para a célula (Chowdhury et al., 2011).
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5.5. COMPOSTO CP7

A partir do grupo G-18 foi também isolado um material cristalino. Foram
obtidos espectros de RMN *H e os deslocamentos quimicos foram comparados
com valores apresentados na literatura. Assim, foi identificado estigmast-5-en-
3B-ol (CP7), conhecido como B-sitosterol (Jares et al., 1990), com formula

molecular C,gH450, (Figura 52, p. 116).

HO

Figura 52. Estrutura quimica do B-sitosterol, isolado a partir do extrato
acetato de etila da casca do caule de Clusia pernambucensis.

A avaliagdo desse composto em promastigotas de L. tarentolae nao
observou atividade abaixo de 40 pM (Graziose et al., 2012). Em formas
promastigotas de L. chagasi, o B-sitosterol apresentou Clsg = 103,2 pg/mL

(Albernaz et al., 2011).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitiram primeiramente conhecer a atividade de
cinco extratos de plantas do bioma Cerrado em formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis e analisar a citotoxicidade de cada um
em fibroblastos da linhagem NIH-3T3. A atividade do extrato bruto, a
citotoxicidade moderada, as informacdes em bases de dados cientificas aliadas
aos relatos do uso etnofarmacolégico de espécies do género para leishmaniose
cutanea determinaram a selecdo do extrato acetato de etila da casca do caule
de Clusia pernambucensis.

Foi isolada e amplamente caracterizada a clusiaxantona (CP1), nao
relatada previamente, juntamente com uma série de quatro tocotriendis, acido
Z-d-tocotrienoldico (CP2), d-tocotrienol (CP3), &-tocotrienol-metil-éster (CP4) e
alcool d-tocotriendlico (CP5), ainda ndo descritos nessa espécie, além de dois
compostos ubiquitarios em plantas (CP6 e CP7). Os compostos CP3 e CP4
foram isolados pela primeira vez de fonte natural.

A avaliagcdo dos compostos em amastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis permitiu caracterizar a acdo da clusiaxantona (CP1), que podera
servir de subsidio para a proposicao de derivados, a fim de explorar o potencial
de desenvolvimento do composto natural. Além de apresentar a atividade de
moléculas isoladas de Clusia pernambucensis, ainda foi possivel avancar o
estudo, com a semi-sintese do composto la, cuja estrutura ndo havia sido
descrita anteriormente, a partir de CP1. Foram observados o potencial de
atividade leishmanicida e a toxicidade in vitro de la em relagcdo a xantona

original.
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A obtencao do derivado 2a a partir do composto CP2 nao resultou em
incremento da atividade leishmanicida. A auséncia de efeitos citotoxicos nas
concentracdes avaliadas também nao foi alterada pela adicdo de duas metilas
na molécula.

As substancias purificadas tiveram seu perfil de toxicidade investigado
em macrofagos peritoneais de camundongo Balb/C. Os tocotrienéis CP2, CP3
e CP5 nédo apresentaram citotoxicidade. Essa € uma informacgéo importante na
perspectiva de caracterizar esses compostos como agentes ativos em outros

modelos biologicos.
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/. PERSPECTIVAS

» Continuar o estudo da espécie Clusia pernambucensis

> Obter outros derivados da clusiaxantona a fim de aumentar a
atividade leishmanicida

» Avaliar a toxicidade dos compostos isolados e semi-sintéticos em

outras linhagens de células de mamiferos

> Avaliar a atividade de clusiaxantona e seus derivados em modelo

experimental de leishmaniose cutanea com uso tépico

Tendo em vista a estratégia de continuar buscando compostos ativos a
partir do potencial quimico vegetal do bioma Cerrado, a espécie Clusia
pernambucensis sera estudada mais detalhadamente. Trata-se de uma planta
tipica do Cerrado e com dados quimicos escassos, por isso é possivel
contribuir significativamente para melhor compreensao de suas possibilidades
biotecnoldgicas.

Paralelamente, a obtencdo de derivados semi-sintéticos e analogos da
clusiaxantona permitira realizar analises de relacédo estrutura-atividade. Essas
informagdes s&o importantes para definir, de maneira mais concreta, o
direcionamento desse composto nas fases de desenvolvimento de farmacos.

Outro pardmetro a ser considerado € a citotoxicidade dos compostos
testados em varias linhagens de células de mamiferos, visando ter um
panorama mais completo dos efeitos nocivos, com determinagcdao da

seletividade em relagao ao parasito.

Nosso grupo de pesquisa vislumbra o desenvolvimento de uma
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formulacdo tépica em um modelo experimental de leishmaniose cutanea.
Nessa perspectiva, a incorporacéo da clusiaxantona em uma matriz podera ser
testada, evitando os efeitos toxicos sistémicos observados frequentemente em

medicamentos de escolha disponiveis atualmente.
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