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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenga negligenciada endémica em varios paises, considerada um
severo problema de saude publica. O niimero de casos tem aumentado por diversos fatores,
sobretudo, a co-infec¢do com HIV. As formas de manifestagdes clinicas sdo: tegumentar
(cutanea, cutanea difusa e mucocutanea), que atinge pele e mucosas, e visceral (calazar),
que atinge Orgdos internos. O tratamento atualmente disponivel inclui antimdnio,
pentamidina e anfotericina B, sendo que esses causam sérios efeitos adversos, além dos
casos de resisténcia. O interesse em se investigar moléculas eficazes e com menor
toxicidade inclui o potencial bioldégico de compostos extraidos de espécies vegetais. Diante
disso, foi realizada uma triagem do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado do
Laboratério de Farmacognosia da Universidade de Brasilia sobre formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis. O extrato hexanico da madeira da raiz de Guarea
kunthiana da familia Meliaceae apresentou atividade com IC;o0 de 125 pg/mL. O
fracionamento quimico biomonitorado do extrato ativo em coluna cromatografica aberta de
silica resultou na obtencao de 19 grupos (G). Os mais ativos foram G1 (ICygo = 75 pg/mL),
G5 (ICp0 = 18,75 ug/mL), G8 (ICp0 =75 ug/mL) e G17 (ICyp0 = 37,5 ug/mL), dos quais,
até o momento, temos resultados promissores para G17. O G17 permitiu o isolamento do
triterpeno limonodide 22,24—diepoxitirucall-7-en-3-ona, com potencial leishmanicida,
elucidado por meio de técnicas espectrométricas de ressonancia magnética nuclear (RMN)
de uma dimensdo (1D) (‘H e "*C) e bidimensional (2D) (COSY, HSQC, HMBC, NOESY),
incluindo espectrometria de massa Tandem (EM-EM). Até onde conhecemos, o limonoide
22,24—diepoxitirucall-7-en-3-ona ¢ inédito na espécie Guarea e na familia Meliaceae; além
de ndo terem sido reportados dados sobre a atividade anti-Leishmania para limondides. O
triterpendide isolado neste trabalho ¢ promissor para novos estudos e permitird prosseguir
na busca de opgdes terapéuticas para o controle da leishmaniose.

Palavras-chave: leishmaniose, triagem, Cerrado, Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Guarea kunthiana.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease that affects many countries and is a severe public
health problem. The number of cases has been increasing mainly due to Leishmania-HIV
co-infection. The clinic forms include tegumentar (cutaneous, diffuse cutaneous and
muco-cutaneous leishmaniasis), which affects skin and mucous membrane, and visceral
(kala-azar), which affects internal organs. The available therapies include antimony,
pentamidine and anphoterin B, which cause serious side effects, as well as resistance cases.
Interest in investigating new active molecules with lower toxicity include compounds
extracted from vegetal species. Towards this end, we performed a Bank Extract screening
against Leishmania (Leishmania) amazonensis. The hexanic extract of Meliaceae family
Guarea kunthiana root wood showed IC,go of 125 pg/mL. The active extract bioguided
fractionating in the open silica chromatographic column produced 19 groups (G). The most
active were G1 (IC;p9 = 75 pg/mL), G5 (IC;p0 = 18,75 pg/mL), G8 (IC;o0 = 75 pg/mL) and
G17 (ICyp0 = 37.5 pg/mL). Until now, we have promising results for G17. G17
fractionating allowed 22,24—diepoxitirucall-7-en-3-one limoid triterpene isolation, with
leishmanicidal potential. This compound was elucidated by spectrometric methods of
NMR ('"H NMR, "*C NMR, COSY, HSQC, HMBC, NOESY), including Tandem mass
spectrometry (EM-EM). To the best of our knowledge, 22,24—diepoxitirucall-7-en-3-one
limonoid is unpublished in Guarea spp. and Meliaceae family, nor is there information
regarding limonoids action against Leishmania. Thus, 22,24—diepoxitirucall-7-en-3-one
limonoid is promising for new studies, towards the identification alternative options for
leishmaniasis control.

Key-words: leishmaniasis, screening, Cerrado, Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Guarea kunthiana.
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INTRODUCAO

Algumas doengas infecciosas que acometem, principalmente, paises em
desenvolvimento sdo negligenciadas por diversos fatores e, sobretudo, pela falta de retorno
financeiro na investigacdo de novos medicamentos para o seu tratamento (Desjeux, 2001).
Nesse contexto, podemos inserir a leishmaniose, que ¢ endémica em 88 paises, apresenta
prevaléncia mundial estimada em 12 milhdes e por volta de 350 milhdes de pessoas estdo
em areas de risco de contagio. Portanto, a leishmaniose ¢ um severo problema de saude
publica, que tende a aumentar devido a fatores de risco ambiental como migragcdes em
massa, urbaniza¢ao ¢ desmatamento e, também, a fatores de risco individual como HIV,
desnutri¢do e genética (Desjeux, 2001). No Brasil, estudos demonstram a ocorréncia de,

aproximadamente, 20.000 novos casos anuais da doenga (Carvalho e Ferreira, 2001).

Suas formas clinicas (Figura 1), sdo particularmente diversas representando um
quadro complexo de doengas: a leishmaniose visceral; a leishmaniose mucocutinea e a
leishmaniose cutanea difusa (Desjeux, 2004). A leishmaniose cutdnea apresenta lesdes em
forma de papulas que progridem para noédulos ou ulceras abertas. Essas lesdes costumam
persistir por varios meses ou anos. A forma mucocutnea atinge ndo sé a pele, mas
também as membranas mucosas faciais (Arevalo et al., 2001). Ambas sdo endémicas na
América do Sul, particularmente nas areas sub-andinas (Fournet et al., 1993). A forma
visceral (calazar) se caracteriza pela presenca de parasitas no baco, figado, medula dssea e
sistema reticuloendotelial. Os pacientes apresentam hepatoesplenomegalia e pancitopenia.
Normalmente, a morte pode ocorrer no individuo ndo tratado entre dois e trés anos, porém,
em muitas formas agudas da doenca, a morte pode ocorrer entre 6 e 12 meses
(Cunningham, 2002). Esta forma ¢ considerada uma doenga oportunista importante em

pessoas infectadas pelo HIV (Jha et al., 1999).
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A

A doenga ¢ causada por um parasita do género Leishmania e transmitida por
flebotomos fémeas dos géneros Lutzomia (novo mundo) e Phlebotomus (velho mundo;
Figura 2). E no intestino do vetor que o parasita se multiplica e se torna infectante entre 8
e 20 dias. Sua epidemiologia também ¢ extremamente diversa: aproximadamente 20
espécies de Leishmania sao patogénicas para humanos e 30 espécies de flebotomos sdo

possiveis vetores (Desjeux, 2004).

Afeta, principalmente, pessoas de paises em desenvolvimento e, nesse caso, as
pessoas das classes socio-econdmicas mais baixas. A leishmaniose, também, apresenta
uma grande diversidade de manifestagdes clinicas: lesdes ulcerativas na pele, inflamacao
destrutiva da mucosa ¢ infeccdo visceral disseminada, conhecida como calazar. A
imunopatologia e a evolucdo da doenga sdo, igualmente, diversas, pois a infeccdo ocorre

em varias regides endémicas, em adultos e criancas (Desjeux, 2004).

B C

Ly
-Hr.'-ﬁ X

Figura 1. Formas clinicas de leishmaniose: visceral (A), muco-cutinea (B) e cutanea (C).

(Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/disease _epidemiology/en/index.html.)
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Figura 2. Flebotominio, vetor da leishmaniose.

(Fontea: http://www.who.int/leishmaniasis/disease epidemiology/en/index.html
Fonteg: http://www.icp.ucl.ac.be/~opperd/parasites/images/dia35.jpg.)

Além disso, a leishmaniose acarreta a morte de 70.000 pessoas por ano. No Brasil,
ha ocorréncia tanto da leishmaniose cutanea quanto da visceral (Desjeux, 2004). Os
principais reservatorios para o parasita sdo roedores, cachorros, marsupiais, outras

populagdes de animais selvagens e o0 homem (Rocha et al., 2005).

O parasita existe em duas formas: a forma flagelada promastigota (Figura 4A)
dentro do flebotomo fémea, que ¢ o vetor, e a forma amastigota (Figura 4B) dentro de um
mamifero hospedeiro. As formas amastigotas sdo parasitas intracelulares de macrofagos,
raramente de outras células, onde se multiplicam dentro de um vactolo fagolisossdémico

(Guerin, 2002).

Figura 4. Formas de Leishmania spp. Forma promastigota (A) e forma amastigota visivel nos
fagolisossomos de macrdfagos infectados (B).

(Fonte,: http://outlook.wustl.edu/winter2004/picturepage.html
Fonteg: http://www.icp.ucl.ac.be/~opperd/parasites/images/dia42.jpg)
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Os flebotomos, ao picar, inoculam na pele as formas promastigotas flageladas, que
invadem ou sdo fagocitadas pelo recrutamento local e imediato das células hospedeiras,
incluindo neutréfilos. Dentro do fagolisossomo do macréfago hospedeiro, as formas
promastigotas sobreviventes se transformam em amastigotas e se replicam, infectando
outros macrofagos, tanto localmente quanto em tecidos distantes, apds a disseminagdo
(Figura 5). Com periodos de incubagdo de semanas a meses, 0s eventos procedentes
culminam na manifestagdo clinica da doenca (Belkaid et al., 2000). Entretanto, a
leishmaniose visceral pode ser adquirida, também, diretamente pelas formas amastigotas
por meio de agulhas contaminadas, transfusdo de sangue, via placentéria ou transplante de

orgaos (Cruz et al., 2002).

Em relacdo as formas de infec¢do, todas culminam em trés caracteristicas: os
macrofagos dos tecidos sdo o principal alvo e suportam a replicacdo intracelular do
parasita, a resposta imunoinflamatéria regula a expressdo e evolu¢do da doenga e ocorre

uma infecgdo persistente do tecido (Murray et al., 2005).

Pode-se dizer que varias espécies de Leishmania causam leishmaniose cutanea,
principalmente Leishmania major, Leishmania tropica, e Leishmania (Leishmania)
aethiopica (leishmaniose cutanea do velho mundo); Leishmania infantum e Leishmania
chagasi (regides proximas ao mar Mediterraneo); Leishmania mexicana, Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania (Viania) panamensis,
Leishmania (Viania) peruviana e Leishmania (Viania) guyanensis (leishmaniose cutanea
do novo mundo; Murray et al., 2005). A Leishmania amazonensis ¢ uma das principais
espécies causadoras da leishmaniose cutanea difusa, que, normalmente, ndo responde ao
tratamento atualmente conhecido (Fournet et al., 1994). As éreas de paises com alta

endemia de leishmaniose cutanea podem ser observadas na Figura 6.
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A leishmaniose visceral ¢ causada pela Leishmania donovani na India, Asia e
Africa (em adultos e criangas), pela Leishmania infantum ou Leishmania chagasi na regiao
mediterranea, parte sul e central da Asia e na América do Sul (principalmente em criangas)
e outras espécies, como Leishmania tropica e Leishmania amazonensis, sao,
eventualmente, causadoras da leishmaniose visceral em areas tropicais (Desjeux et al.,
2004). A espécie Leishmania amazonensis ¢ muito comum no Brasil e tem sido associada a
todas as formas da doenca, principalmente a cutanea (Leon et al., 1992). As  4areas de

paises com alta endemia de leishmaniose visceral podem ser observadas na Figura 7.

As manifesta¢des de uma infec¢do recém adquirida variam de nenhuma (subclinica)
a multiplos sintomas, até estd completamente estabelecida (calazar; Murray et al., 2005).
As manifestacdes subclinicas da doenga, especialmente em casos de espécies tropicais
causadoras da leishmaniose visceral, podem permanecer inteiramente assintomaticas
(Desjeux, 2004), conforme a suscetibilidade do hospedeiro, a idade em que ocorreu a
infeccdo, o estado nutricional e a eficacia das respostas imune inata e adquirida (Machado-
Coelho et al., 2005). A maioria das infec¢des por Leishmania clinicamente aparentes
permanecem localizadas na pele ou em linfonodos adjacentes. Entretanto, certas espécies
migram para a mucosa nasal e orofaringea, multiplos locais cutaneos, figado, bago, medula

6ssea e linfonodos distantes (calazar; Murray et al., 2005).

As caracteristicas da leishmaniose cutdnea e da visceral também variam
substancialmente dentro de cada regido endémica, sugerindo uma interacdo entre as
propriedades locais do parasita, a biologia do vetor e os fatores do hospedeiro. As
variagdes regionais incluem: a populacdo alvo (criangas versus adolescentes e adultos),
achados clinicos particulares, possibilidade de tratamento e risco de recorréncia. Os

tratamentos e a resposta a esses também variam de acordo com a regido (Desjeux, 2004).
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Figura 7. Paises de alta endemia de leishmaniose visceral.

(Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index2.html.)

Cutznecus Leishmaniasis
Highly Endemic Countries 0% of cases)

. Hiphly Eodoxac Cououim

Figura 6. Paises de alta endemia de leishmaniose cutanea (90% dos casos).

(Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index2.html.)
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Apesar do progresso feito no conhecimento biologico das espécies de Leishmania e
das possibilidades clinicas apresentadas por alguns agentes quimioterapicos, por mais de
90 anos nenhum novo medicamento foi incluido no tratamento da leishmaniose desde a
introdu¢do dos agentes antimoniais por Gaspar Vianna (Vianna, 1914). Muitos novos
compostos tém sido estudados (Delorenzi et al., 2001); porém, para que esses
viabilizassem o desenvolvimento de um novo medicamento seria necessario estabelecer
um aprimoramento das relagdes entre a industria farmacéutica e pesquisadores (Davis et

al., 2004).

Grande parte dos medicamentos em estudo para tratamento da leishmaniose sdo
apenas novas formula¢des, ou novas formas farmacéuticas, de medicamentos ja utilizados
em infec¢des por Leishmania (Mendonga-Filho et al., 2003). O tratamento atualmente
disponivel inclui a pentamidina e a anfotericina B, sendo que ambos causam sérios efeitos
adversos. Além disso, o melhoramento de formulag¢des, como a anfotericina B encapsulada
em lipossomo, ndo € acessivel a muitos paises afligidos pela leishmaniose. Assim, ¢
confirmada a necessidade urgente de desenvolvimento de novos medicamentos (Kayser et

al., 2003a).

Antimonios Pentavalentes:

Os antimonios foram os primeiros a serem utilizados hd quase um século.
Inicialmente, foram utilizados os trivalentes (Sb III) e, em seguida, foram descobertos os
antimonios pentavalentes, que demonstraram eficicia sobre a leishmaniose visceral e
menor toxicidade. Até o momento, os agentes antimoniais continuam sendo os principais
medicamentos utilizados exceto, talvez, em um estado da India denominado Bihar, onde a

resisténcia ¢ endémica e ndo ha opgdes de tratamento (Sundar, 2001). Seu mecanismo de
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acdo ainda ndo ¢ bem definido, existindo a possibilidade de haver mais de um mecanismo

responsavel por sua ativacao (Oullette et al., 2004).

Para ser ativo, o antimdnio pentavalente (Sb V) precisa entrar na célula do
hospedeiro, cruzar a membrana fagolisossomica, e atuar sobre as formas amastigotas.
Além disso, precisa ser convertido na forma trivalente (Sb III), que 4 a responsavel pela
atividade. Portanto Sb V ¢ considerado um pro-fairmaco (Oullette et al., 2004). Casos em
que ndo existe resposta eficaz ao tratamento com antimdénio pentavalente ja sdo conhecidos
hé algum tempo e o numero desses casos tém aumentado desde a ocorréncia da co-infec¢ao

de Leishmania e HIV (Leandro e Campino, 2003).

Pentamidina:

Os sais de pentamidina (Figura 8) tém sido utilizados como medicamentos de
segunda escolha; entretanto, na India, estd ocorrendo o declinio de sua eficacia, o que
sugere que os parasitas estdo se tornando resistentes (Sundar, 2001). A pentamidina ¢
concentrada ativamente pela mitocondria do parasita onde ¢ capaz de inibir a
topoisomerase Il mitocondrial (Basselin et al., 1996). E conhecido que atividade da enzima
topoisomerase II ¢ acentuadamente aumentada em células em proliferacdo e consiste em
promover um giro em torno da forquilha de replicagdo do DNA para que a molécula-filha
originada seja liberada no momento da segregagdo mitotica. A enzima promove o giro em
torno do eixo, efetua um corte em ambos filamentos do DNA e, posteriormente, procede a

reunido das rupturas (Rang e Dale, 2001).

A consideravel toxicidade da pentamidina ¢ associada a hipotensdo, hipoglicemia,
diabetes e neurotoxicidade, restringindo seu uso e causando o abandono do tratamento.
Quando utilizada em associacdo, pode aumentar a atividade antileishmanial de outros

medicamentos (Sundar, 2001).
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H:N NH,

NH NH

Figura 8. Formula estrutural da pentamidina.

(Fonte: http://www.itg.be/itg/DistanceLearning/LectureNotes VandenEndenE/imagehtml/images/prevs)

Anfotericina B:

Medicamento utilizado no tratamento de infec¢des sist€émicas causadas por fungos.
Interage com os esterdides de sua membrana, sobretudo com o ergosterol. Assim como os
fungos, o parasita Leishmania apresenta esterdides em sua membrana, o que explica a
eficicia da anfotericina B em seu tratamento (Sundar et al, 2004). Apesar da
neurotoxicidade e severos efeitos colaterais; nas areas onde ha resisténcia aos antimonios
pentavalentes, a anfotericina B ¢ o medicamento de escolha e a resisténcia a ela ndo tem
emergido rapidamente. Formulacgdes lipidicas mais recentes sdo também altamente ativas e

apresentam baixa toxicidade, porém sdo de alto custo (Sundar et al., 2004).

Figura 9. Formula estrutural da anfotericina B.

(Fonte: http://www.doctorfungus.org/thedrugs/images/fig_amphotericin_B.gif.
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Miltefosina (hexadecilfosfocolina):

A miltefosina (Figura 10) ¢ um medicamento oral recentemente aprovado para o
tratamento de infecgdes viscerais por Leishmania em humanos e, juntamente com o
fluconazol, também administrado via oral, apresenta efetividade sobre leishmaniose
cutanea (Oullette ez al., 2004). E um alquil-fosfolipidio, inicialmente, desenvolvido como
um agente antitumoral. Foi o primeiro medicamento a apresentar atividade sobre L.
donovani in vitro. Um estudo clinico de fase III demonstrou a atividade da miltefosina
sobre leishmaniose visceral (Lux et al., 2000). Devido a sua recente introdugdo, ndo se tém
muitos dados em relagdo a resisténcia dos parasitas; porém, essa pode ser facilmente

induzida in vitro (Perez-Victoria et al., 2003).

Figura 10. Férmula estrutural da miltefosina.

(Fonte: http://www.avantilipids.com/CwgGif/850337 cwg.gif.)

Medicamentos em estudo:

Foram realizados estudos da paromicina tanto sozinha quanto em combina¢do com
agentes antimoniais para demonstrar sua efetividade no tratamento da leishmaniose
visceral e foram obtidos bons resultados, sendo que, até dezembro de 2005, estava em
andamento um estudo regulatorio de fase III com uma nova formulagdo do medicamento
(Olliaro et al., 2005). A sitamaquina (uma 8-aminoquinolina) ¢ um outro medicamento

candidato para o tratamento oral, descoberto por Walter Reed Army Institute of
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Research(Silver Spring, MD, EUA) e estd em desenvolvimento por uma industria

farmacéutica (Olliaro et al., 2005).

Outras formas de controle:

Uma das formas ndo medicamentosas para o controle da disseminacdo da
leishmaniose ¢ a eliminagdo das possiveis fontes de transmissdo. As medidas adotadas
incluem o uso de inseticidas, principalmente piretroéides, em residéncias e abrigos de
animais, na impregna¢ao das coleiras de caes ou o uso de repelentes na protecao individual

(Alexander e Maroli, 2003).

A indisponibilidade da quimioterapia para infec¢des parasitarias e o alto custo do
tratamento em regides endémicas, o aumento do nimero de pessoas que viajam para tais
regides fazendo que seja requerida uma profilaxia efetiva, e a resisténcia aos
medicamentos convencionais sdo diretrizes para o desenvolvimento de novos compostos
ativos (Anthony et al., 2005). Uma alternativa tem sido o estudo dos medicamentos
tradicionais como fonte de novos compostos quimioterdpicos com possiveis melhor

atividade e menores efeitos toxicos (Aratjo et al., 1998).

Até os dias atuais, a base da pesquisa por novas moléculas anti-Leishmania tem
sido desenvolvida com técnicas primarias, como a inibi¢do do crescimento da forma
promastigota in vitro (Davis et al., 2004) e poucos estudos estdo disponiveis para a forma
amastigota (EIl Fakhry ef al., 2002; Acestor et al., 2003). Nao se pode deixar de observar
que o mecanismo de a¢do e a interagdo de medicamentos em humanos sdo descobertos,
freqlientemente, apds a sua indicacdo e seu uso. Assim, durante a busca por novos
medicamentos, compostos podem ter sido descartados por ndo apresentarem resultados in

vitro ou serem possiveis pro-farmacos (Davis ef al., 2004).
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A resisténcia de protozoarios como a Leishmania aos medicamentos utilizados para
o seu tratamento € crescente em paises desenvolvidos. Em muitos casos, a resisténcia ¢é
devida a expressio da bomba de efluxo ABC (Leandro e Campino, 2003). Os
transportadores ABC formam a maior superfamilia de bombas de efluxo conhecida e estdo
presentes em muitos organismos, desde a arqueobactéria até os eucariotos superiores
(Higgins, 1992). Nos parasitas Leishmania spp., existem varias classes de transportadores
ABC resultando em diferentes fendtipos na resisténcia aos medicamentos (Leandro e

Campino, 2003).

O interesse em se investigar novas moléculas eficazes no tratamento da
leishmaniose inclui o potencial microbicida de compostos extraidos de plantas e o Brasil
oferece diversas possibilidades, pois a grande variedade climatica e de solos permite a
existéncia de varios tipos de biomas: Floresta Amazodnica, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal, Caatinga e Manguezal. O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil, com uma
area de 2 milhdes de Km® e 44 % da flora endémica (Klink e Machado, 2005). Muitos dos
medicamentos modernos sdo, direta ou indiretamente, oriundos de plantas superiores
(Calixto, 2000) e 11% dos medicamentos essenciais da OMS originaram exclusivamente
de plantas (Rates, 2001). Os impactos maiores sdo confirmados nos medicamentos
antitumorais (taxol, vinblastina, vincristina, camptotecina, tenoposideo, etoposideo...).
Recente prospeccdo revelou que 61% das 877 moléculas introduzidas como farmacos
foram derivadas ou inspiradas em produtos naturais. Em certas 4reas terapéuticas, esse

valor sobe para 78% (antibacterianos) e 74% (anticancer) (Rouhi ¢ Washington, 2003).

Em vérias regides do mundo, muitas pessoas dependem de praticas tradicionais
para cuidados primarios de saude e as plantas sdo a principal fonte de remédios

(Napolitano et al., 2005). A pesquisa de moléculas vegetais ativas em plantas pode
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conduzir a novas estratégias para o controle da leishmaniose (Desjeux, 2004; Mendonga-

Filho et al., 2003).

Realizamos uma revisdo dos artigos publicados entre os anos de 1995 e abril de
2006 relativos aos extratos de plantas testados in vitro sobre formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Foram selecionadas publicacdes de revistas,
indexadas internacionalmente, na base de dados do MEDLINE Ovid do portal da CAPES
com as seguintes combinagdes como palavras-chave : ‘’leishmania X amazonensis’’,
“plant X leishmania X amazonensis’’, “’extract X plant X leishmania X amazonensis’’.
De acordo com os dados encontrados, 32 espécies pertencentes a 24 familias foram ativas
sobre o parasita L. amazonensis (Tabela 1) e extratos brutos de 7 espécies avaliadas ndo

apresentaram atividade.

Os extratos diclorometamico e metanolico das folhas de Campnosperma
panamense (Anacardiaceae) e o extrato metandlico das partes aéreas de Guatteria
amplifolia (Annonaceae) ndo apresentaram atividade sobre promastigotas na concentragao
de 100 pg/mL (Weniger et al., 2001). Ocorreu a mesma situagdo para o extrato metanolico
das folhas de Jacaranda caucana (Bignoniaceae) e para o extrato metandlico do caule de

Huberodendron patinoi (Bombacaceae) (Weniger et al., 2001).

Os extratos aquoso e etandlico das partes aéreas de Blutaparon portulacoides
(Amaranthaceae) ndo apresentaram atividade sobre amastigotas na concentracdo de 1000
Hg/mL; porém, do extrato etandlico da raiz dessa espécie foi obtida uma mistura de
glicosidios que reduziu a viabilidade das formas amastigotas a 27,2; 26,4 ¢ 24,9% nas

concentragdes de 100, 250 e 500 pg/mL, respectivamente (Salvador et al., 2002).

A familia Apocynacea apresentou o maior numero de espécies, 3 representantes,

com atividade sobre promastigotas e amastigotas (Ferreira et al., 2004; Delorenzi et al.,
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2001 e Weniger et al., 2001). Para as familias Asteraceae, Meliaceae, Myristicaceae e
Rutaceae, foram encontradas duas espécies representantes. Porém, o extrato
diclorometanico das sementes de Guarea guidonia (Meliaceae) ndo apresentou atividade

sobre formas promastigotas na concentracdo de 100 pg/mL (Weniger et al., 2001).

As sementes pulverizadas de Annona glauca (Annonaceae) foram maceradas com
metanol e o extrato obtido foi diluido com 10% de 4gua. A fase hidrometandlica foi
extraida com diclorometano e concentrada. A partir do extrato diclorometanico, foram
obtidas acetogeninas e testadas as atividades biologicas sobre Leishmania spp. Para
promastigotas de L. amazonensis, o extrato diclorometanico e as substancias isoladas
glaucanisina, roliniastina-2, squamocina, glaucafilina e annonacina apresentaram IC;q de

25 pg/mL. J& para as acetogeninas annonacina A e goniotalamicina, a IC;¢o apresentada foi

de 10 e 5 pg/mL, respectivamente (Whaechter et al., 1998).

O extrato de alcaldides totais da espécie Aspidosperma ramiflorum (Apocynaceae)
foi obtido pela extracdo da casca do caule com etanol 70%, sendo que o extrato bruto foi
adicionado a uma solugdo de acido acético 10%, que foi filtrada. A fase aquosa obtida foi
extraida com cloroférmio e teve seu pH elevado a 10, tendo como resultado o extrato de
alcaldides totais, com ICsy menor que 47 pg/mL sobre promastigotas (Ferreira et al.,

2004).

Foram testadas a fragdo cloroférmica do extrato etanodlico do caule de Peschiera
australis (Apocynaceae) e a substancia coronaridina, alcaldide indolico, sobre formas
promastigotas e amastigotas. Para as promastigotas, na mesma concentra¢do de 12,5
Hg/mL, a coronaridina promoveu uma inibi¢do do crescimento de 97%, enquanto a fragao
cloroférmica promoveu inibicdo 65%. Porém, para as amastigotas, a ICso do alcaldide foi

de 12 pg/mL e da fragdo foi de 2,6 pg/mL (Delorenzi et al., 2001).
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Os extratos diclorometanicos e etanodlicos das folhas e das flores de Chromolaena
hirsuta (Asteraceae) apresentaram atividade considerdvel sobre promastigotas na
concentragdo de 100 pg/mL. O alcaldide mais ativo apresentou ICsy de 87,87 pg/mL

(Taleb-Contini et al., 2004).

As partes aéreas de Tanacetum parthenium (Asteraceae) foram submetidas a
extracdo hidroalcdolica e o extrato bruto foi testado sobre promastigotas, sendo obtida uma
ICso de 29 pg/mL. O extrato bruto foi fracionado e cada fragdo obtida sua atividade
testada. A fragdo diclorometanica, considerada mais ativa, foi recromatografada permitindo
o isolamento do sesquiterpeno partenolideo, que apresentou ICsy de 0,37 pg/mL sobre
promastigotas e reduziu a internalizagdo dos parasitas pelos macrofagos em 84,7% na

concentragdo de 5 pg/mL (Tiuman et al., 2005).

O o6leo essencial da casca do caule de Croton cajucara (Euphorbiaceae), obtido por
hidrodestitalagdo, apresentou ICsy de 8,3 ng/mL sobre formas promastigotas e de 22 ng/mL
sobre amastigotas. Desse 6leo, foi obtido o linalol, que apresentou ICsy de 4,3 ng/mL sobre

promastigotas e 15,5 ng/mL sobre amastigotas (Rosa et al., 2003).

Foram obtidos os valores de ICso para 3 novos compostos isolados do extrato
cloroformico da madeira do caule de Centrolobium sclerophyllum (Fabaceae). Para a
isoflavona, temos 1Cso = 140 nM e para os 2 diarilheptanoides, temos ICso = 77 nM e 86

nM, respectivamente (Araujo et al., 1998).

Diterpenos obtidos da casca do caule de Laetia procera (Flacourtiaceae) foram
testados sobre formas amastigotas e os compostos mais ativos apresentaram ICsg por volta

de 10 pM (Julian et al., 2005).
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No estudo realizado com 6leo essencial de Ocimum gratissimum (Lamiaceae) e seu
principal constituinte eugenol, foi demonstrado que 100% das formas promastigotas foram
destruidas quando expostas a concentracdo de 100 pg/mL tanto do 6leo essencial quanto

do eugenol (Ueda-Nakamura et al., 2005).

A fracdo diclorometanica do extrato bruto metandlico de Pourouma guianensis
(Moraceae), por apresentar boa atividade sobre promastigotas, foi submetida a uma
recromatografia que permitiu o isolamento de 11 triterpenos. As fragdes que continham os
compostos mais ativos apresentaram boa atividade a uma concentracdo de 100 pg/mL.
Entretanto, somente o 4cido ursélico e o acido oleandlico, dentre os 11 compostos isolados,
apresentaram alta atividade sobre amastigotas com valores de ICso de 27 pg/mL e 11

Hg/mL, respectivamente (Torres-Santos et al., 2004).

Foram isolados, do extrato diclorometanico das partes aéreas de Oxallis
erythrorhiza (Oxalidaceae), a benzoquinona embelina 5 e os alquilfendis 3 e 4. Tanto a
embelia 5 quanto o alquilfenol 4 inibiram em menos de 70% o crescimento de
promastigotas, enquanto o alquilfenol 3 inibiu em 100% o crescimento dessas formas,

todos na concentragdo de 100 pg/mL (Feresin et al., 2003).

O extrato aquoso obtido do fruto de Cocos nucifera (Palmae), rico em polifenois,
apresentou I1Cyo9 de 20 pg/mL sobre promastigotas e, na mesma concentragao, apresentou

atividade sobre amastigotas aumentando em duas vezes a produgdo de nitrito (Mendonga-

Filho et al., 2003).

O extrato diclorometanico da inflorescéncia de Piper aduncum (Piperaceae)

apresentou 1Csy de 2,2 pg/mL sobre promastigotas e foi submetido a um fracionamento,
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em que pdde ser isolada a metilchalcona DMC, que apresentou atividade sobre
promastigotas e amastigotas com I1Csy de 0,5 pg/mL e 24 pg/mL, respectivamente (Torres-
Santos et al., 1999).

Foram testados sobre formas promastigotas os extratos brutos e compostos isolados
de Dictyloma Peruviana (Rutaceae). O extrato de alcaldides totais apresentou IC;op de 50
pHg/mL e foram isolados 2 alcaldides, dictyolomides 1 e 2, que apresentaram ICoo de 50 e

100 pg/mL, respectivamente (Lavaud et al., 1995).

O extrato etanolico das folhas de Saracha punctata (Solanaceae) apresentou ICjg
de 25 pg/mL e ICso de 12,5 pg/mL sobre promastigotas e ndo apresentou atividade sobre
as formas amastigotas na concentracdo de 10 pg/mL. O aminoesterdide isolado, sarachina,
apresentou I1Cjo9 de 10 pg/mL e ICso de 5 pg/mL sobre as promastigotas (Moretti et al.,

1998).

Além disso, camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis foram submetidos ao
tratamento oral com extrato aquoso liofilizado das folhas de Bryophyllum pinnatum Kurz
(Crassulaceae). Quando o tratamento era iniciado em estadios iniciais de infec¢do, doses
orais didrias de 8 mg preveniram o crescimento de lesdes e seu efeito foi comparavel ao

medicamento Glucantime® (Whaechter et al., 1998).
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Em relagdo a familia Meliaceae, a literatura reporta outras atividades, além de
leishmanicida, para as suas espécies, como antifilarial para o extrato etanolico e extrato
aquoso das flores de Azadirachta indica (Mishra et al., 2005) e antimalarial em pacientes
portadores de HIV para o extrato aceto-alcoolico das folhas dessa mesma espécie (Udeinya
et al., 2004). E reportada a atividade antihelmintica para o extrato etandlico do caule de
Khaya senegalensis (Ademola et al., 2004) e antimalarial para extratos aquoso e

metanoélico do fruto e da folha de Lansium domesticum (Yapp e Yapp, 2003).

Um estudo realizado pela nossa equipe de colaboradores com 31 extratos de 15
plantas do Cerrado brasileiro, avaliou a atividade in vitro desses extratos sobre formas
promastigotas de L. donovani e formas amastigotas de Trypanosoma cruzi. Dentre esses,
15 extratos foram ativos sobre formas promastigotas de L. donovani, com concentragdes de
inibicdo de 50% do crescimento do parasita (ICsp) de 0,1-10 pg/mL, sendo que o extrato
hexanico da raiz (madeira mais casca) de Guarea kunthiana (Meliaceae) apresentou ICs

de 7,9 pg/mL (Mesquita et al., 2005).

Em relagdo a fitoquimica das espécies de Guarea, foram descritas as presencas de 1
monoterpeno, 4 sesquiterpenos, 6 diterpenos e 1 triterpeno a partir do extrato
diclorometanico (Lago et al., 2000) e 9 triterpenos cicloartanos a partir das fases hexanica
e diclorometanica do extrato etanoélico (Lago e Roque, 2002) das folhas de Guarea

macrophylla (Figura 11 e Figura 12).
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Figura 12. Terpenos das folhas de Guarea macrophylla.
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Também foram identificados 2 compostos diterpenodides e 2 triterpenos lanostanos
(Figura 13) partir do extrato metandlico das folhas de Guarea rhophalocarpa (Camacho et
al., 2001). A partir do 6leo essencial de Guarea guidonia, foram identificados 7
sesquiterpenos € do extrato metandlico de suas folhas, 3 sesquiterpenos, 1 diterpeno, 4

triterpenos e 2 esterdides (Figura 14) (Lago et al., 2001).

HI R.‘ E
| H OH 3 (4]
2 O H 4 a-0H

Figura 14. Terpenodides de Guarea guidonia.
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Do extrato etanolico das folhas de G. kunthiana, foram identificados 1 diterpeno, 4
sesquiterpenos, poliprenol-12 ¢ a- e &-tocoferois (Figura 15) (Garcez et al., 2004). Do

extrato de éter de petréleo das folhas de Guarea trichiloides, foram isolados 6

diterpenoides (Figura 16) (Furlan et al., 1996).

17 B - H
-~ 11 3 R
- S R= e
IF
g ! 19
1_np?_pd_pd_ 5
IKI H.? H_‘ B 4][ TR= |
I R=R"=R"=H,R'=0H —_—
|

3 R'=R’=0,R*=R'=H
4 R'=r*=r*=H,R*=0H

11 12 13

14

Figura 15. Constituintes terpenoides de Guarea kunthiana.
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Figura 16. Diterpenos de Guarea trichilioides.

Uma revisdo da literatura ndo mostrou dados a respeito da fitoquimica e atividade

biologica da madeira da raiz da espécie Guarea kunthiana (Figura 17).

Figura 17. Guarea kunthiana A. Juss.
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Assim, elegemos o extrato hexanico da madeira da raiz dessa espécie para o
desenvolvimento deste trabalho. A Guarea kunthiana (Meliaceae), conhecida
popularmente como jatauba ou jitd, ¢ uma arvore de, aproximadamente, 8 m de altura.
Apresenta ramos glabros; folhas de 16 cm de comprimento, com 2-5 pares de foliolos;
peciolo de 5-6 cm de comprimento; foliolos opostos, curto-peciolados, subovaleliticos,
apice curto-acuminado e obtuso, glabros nas duas faces, de 13-16 cm de comprimento e 5-
6 cm de largura, panicula menor que as folhas, piramidada, ramos achatados e angulosos,

ferrugineo-pilosos (Figura 18) (Pio Corréa, v. IV).

Figura 18. Professor Jos¢ Elias
segurando os ramos da espécie Guarea
kunthiana. Em destaque, folhas e ramos
da espécie.

As flores sdo pediceladas, calice externamente pubérulo, 4-denteado; pétalas 4-
5 de 9 mm de comprimento ¢ 3 mm de largura, valvar-oblongas, de 4pice agudo,
externamente sericeas; anteras 8-10, oblongas; ovario 4-locular, 16culos biovulados;

estilete menor que o ovario. Apresenta cépsula subpiriforme, glabra, de 3 cm de
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comprimento (Figura 19). Também encontrada na Guiana, no Peru e na Martinica

(Pio Corréa, v. IV).

Figura 19. Folhas, ramos e capsulas de
Guarea  kunthiana. Em destaque,
capsulas subipiriformes.

A linha de pesquisa do nosso grupo de estudos (Laboratério de
Farmacognosia/UnB) sdo desenvolvidos a partir de um banco de extratos de plantas do
Bioma Cerrado. A acdo biologica desses extratos brutos, suas fracdes e substincias
isoladas ¢ verificada a fim de se obter novas moléculas ativas como opgdes de tratamento
ou controle de vetores (atividade inseticida) de doengas negligenciadas como leishmaniose,
doenga de Chagas, malaria e dengue. Além disso, também ¢ verificada a agdo sobre células

cancerosas, bactérias e fungos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Apos triagem de diversos extratos desse banco, o objetivo desse trabalho foi
realizar o estudo biomonitorado in vitro do extrato hexanico da raiz de Guarea kuntiana

(Meliaceae) sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Objetivos especificos
1. Obter o extrato hexdnico da madeira da raiz de Guarea kuntiana (Meliaceae) para a
realizagdo dos estudos quimicos e biologicos.
2. Identificar a ICygo do extrato bruto sobre L. (L.) amazonensis.
3. Identificar, em testes in vitro, o(s) grupo(s) responsavel(is) pela atividade anti-
Leishmania.
4. Isolar e elucidar o(s) composto(s) com possivel atividade anti-Leishmania.

5. Identificar a atividade de composto(s) puro(s).
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MATERIAIS E METODOS

1. Material botdanico

A madeira da raiz de Guarea kunthiana A. Juss. (Meliaceae) foi coletada (Figura
20) na mata ciliar em galeria ao Corrego D’Ouro, um ecossistema do Bioma Cerrado,
localidade denominada Pedreira do Cérrego, Sobradinho, Distrito Federal, em setembro de
2004. Essa espécie foi identificada pelo botanico Prof. José Elias de Paula da Universidade
de Brasilia. Uma excicata foi incorporada ao acervo do Herbario da Universidade de
Brasilia (UB) sob o ntimero: J. Elias de Paula 3.710. E conhecida pelo nome vernaculo

“jit6”. Em 11/9/2004.

—‘-"-ﬁ-. - L ﬂk' |

— . o

Figura 20. Coleta da raiz de Guarea
kunthiana com auxilio de um mateiro.

2. Obtencdo do e xtrato bruto

O extrato bruto foi obtido a partir da madeira da raiz de G. kunthiana dessecada e
pulverizada. Uma amostra de 3,029 kg foi submetida ao processo de extragdo por

maceragdo, por multiplos contatos, com hexano a temperatura ambiente. A solugdo
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extrativa resultante foi concentrada em evaporador rotativo a temperatura de 40 °C, para a

obten¢do do extrato bruto.

3. Preparacgdo da coluna cromatogrdfica aberta

Uma aliquota do extrato hexanico (15 g) foi submetida a um fracionamento sob
gradiente de ciclohexano:diclorometano (Ch:D) em coluna aberta de silica. Para montagem
da coluna, foi necessério realizar um depdsito a seco, uma vez que o extrato ndo era
totalmente solivel em ciclohexano:diclorometano (95:5), solvente de escolha devido ao
melhor fator de retencdo (Rf) obtido em cromatografia de camada delgada (CCD). O
depdsito a seco consiste em solubilizar totalmente o extrato bruto em solvente cuja
polaridade permita essa acdo, no caso o diclorometano, adicionar a silica ao extrato
solubilizado em um baldo de fundo redondo e, em evaporador rotativo, fazer que o
solvente seja totalmente evaporado. Assim, o extrato ¢ incorporado a silica e utilizado para

a montagem da coluna.

Para montagem da coluna, 424 g da silica gel para cromatografia em coluna (Ultra
Chem, 400-200 mesh), foram suspendidos em, aproximadamente, 1 L de
ciclohexano:diclorometano (95:5). Essa suspensdo foi vertida na coluna de vidro com a
torneira fechada que, em seguida foi aberta permitindo que o excesso de solvente fosse
escoado ao nivel da camada de silica. Logo apos, o extrato que havia sido incorporado a
silica foi adicionado acima dessa camada e, por fim, foram acrescentados 500 mL do
solvente ja& mencionado. Tal procedimento possibilitou o recolhimento das primeiras

fracoes.
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4. Obtencgdo das fragoes

Foi utilizado o seguinte gradiente de polaridade: ciclohexano:diclorometano (95:5),
(90:10), (85:15), (80:20), (78,5:22,5), (75:25), (70:30), (50:50), diclorometano (100) e,
finalmente, metanol (100) a fim de se retirar todas as substancias restantes na coluna aberta
de silica. As fragdes obtidas foram submetidas a andlise comparativa por cromatografia de
camada delgada (CCD) (silica gel 60F,s4, Merck) e, posteriormente, reunidas de acordo
com suas semelhangas (Rf) para a obtencdo de 19 grupos. Foi utilizado como revelador a
vanilina sulfurica que consiste em pulverizacdo da placa de CCD com solucdo alcoolica de
vanilina 10%, seguida de pulverizagdo com solucdo aquosa de acido sulfurico 1% e

aquecimento da placa a 100 °C.

5. Isolamento do terpendide

Uma aliquota de 230 mg (98,71%) do grupo 17 foi recromatografada em coluna
aberta de silica (10 g), utilizando-se um gradiente de ciclohexano:acetato de etila (Ch: AE)
(90:10) e (85:15). O sub-grupo 17-4, obtido da purificagdo do grupo 17, foi novamente
recromatografado em coluna aberta de sephadex LH-20 para a obten¢do do terpendide
puro. Foram utilizadas técnicas espectrométricas de ressonancia magnética nuclear (RMN)
de uma dimensdo (1D) (1H e 13C) e bidimensional (2D) (COSY, HSQC, HMBC,
NOESY), incluindo espectrometria de massa Tandem (EM-EM), para a elucidacdo da

molécula.

6. Cultura in vitro de Leishmania (Leishmania) amazonensis: forma promastigota

As formas promastigotas utilizadas para os testes in vitro foram obtidas da cepa de
Leishmania (Leishmania) amazonensis (L(L)a)-MHOM/BR/PHS, adaptada em patas de

camundongos isogénicos da linhagem C57B1/6 e mantida no Biotério da FM/FS-UnB. Os
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parasitas foram coletados sob a forma amastigota das lesdes da pata traseira dos
camundongos com o auxilio de uma seringa de 1 mL contendo 100 pL de solucdo salina e
gentamicina. Foi coletado 1 mL de exsudato inflamatorio de cada camundongo. Esse
volume foi dividido em 3 partes, e cada parte replicada em meio de McNeal, Novy e
Nicolle (meio NNN), pH 7,2 a 22 °C por uma semana. Apos este periodo, as formas
promastigotas foram obtidas e transferidas para o meio de RPMI (Gibco") contendo 20%
de soro fetal bovino, gentamicina e bicarbonato a 7,5% (pH 7,2 a 22 °C). Apds a
replicacdo, a contagem do niimero de promastigotas foi realizada com auxilio de uma

cAmara de Neubauer ¢ o valor de 10° promastigotas /mL foi utilizado para os testes in vitro.

7. Avaliacdo da atividade anti-Leishmania dos extratos

Os parasitas, em fase logaritmica de crescimento, foram depositados em placas de 96
pogos na concentragdo de 10° promastigotas/mL. Cada pogo continha uma concentragio
diferente do extrato bruto ou dos grupos, que foram solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO). Foi testada a atividade anti-Leishmania em concentragdes decrescentes de 1000 a
4,8 x 10" pg/mL para o extrato bruto e em concentragdes decrescentes de 150 a 5,8 x 10
pg/mL para os grupos obtidos. Finalizadas as dilui¢des, as placas foram incubadas por 24 h
em estufa com temperatura entre 22-24 °C. A atividade foi determinada pela avaliagdo dos
movimentos dos parasitas, com o auxilio de um microscopio invertido, em comparagado

com os controles positivo e negativo.
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7.1. Leitura dos resultados

Ap6s 24 horas, foi observada a situacdo dos parasitas nos pogos. Os movimentos
dos parasitos foram estimados de acordo com uma adaptacdo da avaliagdo descrita por

Weniger et al. (2001) e as estimativas foram registradas conforme se segue:

0 = quando 100% dos parasitas estavam em movimento (extrato considerado

inativo).

+ = quando havia mais de 50% dos parasitas em movimento (extrato considerado

pouco ativo).

++ = quando havia menos de 50% dos parasitas em movimento (extrato

considerado ativo).

+++ = quando 100% dos parasitas ndo apresentaram movimento (extrato

considerado muito ativo).

Foram utilizados como controle negativo parasitas em pocos que continham apenas
DMSO (5 pL) e meio de cultura e como controle positivo foram utilizados pogos com o
medicamento isotinoato de pentamidina (Neo Quimica) nas concentragdes decrescentes de
1000 a 4,8 x 10™ pHg/mL, além do DMSO e meio de cultura. Os ensaios foram realizados

em triplicata.
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CONCLUSAO

Estudos de triagem do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado
(Farmacognosia/UnB) sobre Leishmania (Leishmania) amazonensis permitiram selecionar
o extrato hexdnico da madeira da raiz de Guarea kunthiana. Esse extrato apresentou
excelente atividade nos testes in vitro sobre as formas promastigotas de L. (L.)

amazonensis com ICjgo de 125 pg/mL.

Foram obtidos 71 g de extrato bruto, com rendimento de 2,34%. O fracionamento
quimico biomonitorado possibilitou a obtencdo de 19 grupos reunidos de acordo com sua
semelhanca identificada por cromatografia em camada delgada. Esses foram testados sobre

formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e identificados os de maior atividade.

Os grupos mais ativos foram G1 (IC;op = 75 pg/mL), G5 (IC;po = 18,75 pg/mL), G8
(ICi00 = 75 pg/mL) e G17 (ICip0 = 37,5 Pg/mL), dos quais, at¢ o momento, temos

resultados promissores para G17.

A purificagdo do sub-grupo G17-4 possibilitou o isolamento do triterpendide
22,24—diepoxitirucall-7-en-3-ona (23 mg) com 0,15% de rendimento em relagdo ao extrato
bruto e 0,00076% em relacdo a madeira da raiz utilizada. Esse composto foi isolado pela
primeira vez de Neochamaelea pulverulenta (Vent.) Erotlm. (Cneoraceae), sem dados de

RMN para "°C e apenas sua formula bruta foi publicada (Mondon et al., 1982).

O triterpeno 22,24—diepoxitirucall-7-en-3-ona faz parte de uma complexa classe de
terpenos limondides, que sdo comuns em Meliaceae e apresentam dados na literatura de
atividades inseticida, antibacteriana, antifingica, antimalérica, anticancerigena, antiviral e

nado tém apresentado toxicidade sobre células de mamiferos.
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Até onde conhecemos, o limondide 22,24—diepoxitirucall-7-en-3-ona ¢ inédito na
espécie Guarea e na familia Meliaceae; além de ndo terem sido reportados dados sobre a

atividade anti-Leishmania para limonoides.

O limondide isolado neste estudo ¢ promissor para novos estudos a fim de se obter

alternativas para o controle da leishmaniose.
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PERSPECTIVAS

v' Obter ICjo0 do limondide 22,24-diepoxitirucall-7-en-3-ano sobre formas

promastigotas de Leishmania spp.
v" Prosseguir estudo quimico de G1, G5, G8 e G17.

v Obter IC;¢o para os compostos isolados sobre formas promastigotas de Leishmania
spp.
v" Identificar e/ou caracterizar as substancias puras responsaveis pela atividade por

meio de técnicas espectrométricas (IV, UV, RMN de "H, RMN de "C, EM).

v' Testar a citotoxicidade do limonoide e dos outros compostos ativos sobre células de

mamiferos.

v Avaliar a influéncia in vitro das substincias ativas isoladas sobre amastigotas de

Leishmania spp.
v Avaliar a influéncia das substancias sobre a producgdo de 6xido nitrico.

v" Submissdo de artigo sobre os compostos ativos de Guarea kunthiana sobre

Leishmania spp.
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Dados preliminares de RMN.

N°|8C |8H, mult., J(Hz) COSY HMBC (H—C)
1.44, dd, (3.6, 14.0)

1 |38.5 1.95, dddd ou m ? 2 3,5,10, 18
2.20,td, (3.6, 14.2)

2349 2.69, ddd, (3.6, 5.6, 14.2) ! 1,3,4,10

3 2163

4 1479 |4

5 523 |1.71,d,(8.4) 6 4,6,,9,10,19,29

6 [24.37|2.06,ddd oum ??, (3.4,6.8,12.5)|5,7,9 4,5,7,8, 10, ..

7 |118.215.29,q,(3.4) 6,9 6,9, 14,28

8 [145.4

9 148.4 |12.29,m 6,7, 11 |-

10 [35.0

11]18.5 |1.54, m 9 8,12

12333 |1.54,m 9,13,17, 18
1.80, m

13 143.9

14 150.8

151342 |1.54, m 16 14, 16, 17

16 {27.46|1.31, m 15,17 13,14, 17
1.89, m

17 [50.5 |1.61,m 16, 20

18 121.9 |0.78, s 12,13, 14, 17

19 [12.8 10.99,s 1,5,9,10

2039.1 |1.19,m 17,21,22|22

21]16.5 [1.031,d,(6.2) 20 17, 20, 22

22 160.5 |2.6,dd, (2.3,8.1) 20, 23 20

23 |57.5 |2.78,dd, (2.3, 6.1) 22,24 22,24

24 163.1 [2.51,d,(6.1) 23 23, 25,27

25 [58.0

26 19.7 [1.40,s 24, 25,27

27 124.71|1.32,s 24,25, 26

28 127.53|1.03,s 8, 13,14, 15

29 21.6 |1.10,s 3,4,5,30

30 [24.54|1.03, s 3,4,5,29
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