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RESUMO

Leishmanose ¢ uma doenga causada por pelo menos 17 espécies de um protozoario do género
Leishmania. As formas da doenca estdo relacionadas a espécie do parasito, e diferem em
distribuigdo geografica, hospedeiros e vetores envolvidos, taxas de incidéncia e de
mortalidade. A quimioterapia utilizada no tratamento da leishmaniose ndo ¢ satisfatorio em
termos de efetividade e toxicidade, a resisténcia a drogas ja existentes e a sensibilidade de
diferentes cepas a estas drogas também dificultam o tratamento. Na tentativa de encontrar
novos agentes com acao leishmanicida, as plantas tém sido investigadas. Vegetais produtores
de alcaldides e acetogeninas vém mostrando estudos promissores com resultados contra
protozoarios; entre estas se destaca-se a familia Annonacea. Alguns metabolitos secundarios
encontrados em plantas vém sendo estudados no tratamento de doengas parasitérias, incluindo
alcaldides e acetogeninas presentes em plantas da familia das Annonaceaes. Espécies de
Annonaceaes como Annona squamosa L. e Annona muricata L. véem sendo estudadas na
busca de novos compostos leishmanicidas em todo mundo e o resultados destes estudos vem
se mostrando bastante promissores. Assim este estudo teve como objetivo procurar novos
metabolitos com atividade leishmanicida a partir de extratos de 4. squamosa e A. murucata.
Para este estudo foi feito testes in vitro com as formas promastigotas e amastigotas de
leishmania chagasi, utilizou-se 0 método colorimétrico MTT para avaliacdo da efetividade
dos extratos contra promastigotas ¢ o método de ELISA in situ para a avaliagdo contra
amastigotas. Nos resultados observou-se que o extrato metandlico contendo acetogeninas e
alcaldides das A. squomosa com a CEsy de 26,43 pg/ml, seguindo pelo extrato metandlico
contendo acetogeninas extraida das sementes de A. muricata CEsy54,93 pg/ml e do no extrato
contendo alcaldides das folhas de A. squomosa CEs¢73,31 pg/ml, a pentamidina utilizada
como droga referéncia no controle possui uma CEsy de 1,63 pg/ml. Neste estudo apenas o
extrato bruto das semente de A. muricata mostrou efeito significativo contra a forma
intracelular amastigota, reduzindo o parasita em 11,11% na dose de 100 pg/ml. A droga
pandrao usada no controle Glucantime reduzindo a carga parasitaria em 12% na dose de 30

png/ml e em 100% na dose de 300 pg/ml.

Palavras Chave: Leishmaniose, acetogeninas, alcaldides, Annona squamosa, Annona

muricata



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by at least 17 species of a protozoan of the genus
Leishmania. The forms of the disease are related to species of the parasite, and differ in
geographical distribution, hosts and vectors involved, the incidence and mortality. The
chemotherapy used to treat leishmaniasis is not satisfactory in terms of effectiveness and
toxicity, the resistance to existing drugs and sensitivity of different strains to these drugs also
hamper the treatment. In an attempt to find new agents with leishmanicidal action, the plants
have been investigated. Vegetable producers of alkaloids and acetogenins studies are showing
promising results with against protozoa; stands out among these is the family Annonaceae.
Some secondary metabolites found in plants have been studied for the treatment of parasitic
diseases, including acetogenins and alkaloids present in plants of the family of Annonaceae.
Species of Annonaceae as Annona squamosa L. and Annona muricata L. have been studied in
the search for new leishmanicidal compounds worldwide and the results of these studies has
been showing very promising. Therefore this study aimed to seek new metabolites with
leishmanicida activity from extracts of 4. squamosa and A. muricata. For this study was done
in vitro tests with the forms promastigote and amastigote of Leishmania chagasi, using the
MTT colorimetric method for evaluating the effectiveness of the extracts against
promastigotes and the method leishmania in situ for evaluation against amastigotes. The
results we observed the methanolic extract containing acetogenins and alkaloids of A.
squamosa with ECsy 26.43 pg / ml, following the methanolic extract containing acetogenins
extracted from the seeds of A. muricata ECsyp 54, 93 png / ml and the extract rich in alkaloids
from the leaves of A. squomosa ECsy 73, 31 pg / ml, the pentamidine used as reference in
controlling drug has a EC50 of 1.63 pg / ml. In this study only the crude extract of the seeds
of A. muricata showed significant effect against intracellular amastigote form, reducing the
parasite burden at 11.11% at a dose of 100 pg / ml. The standard drug used was Glucantime
reducing burdens by 12% in the dose of 30 pg / ml and 100% at the dose of 300 pg / ml.

Keywords: Leishmaniasis, acetogenins, alkaloids, Annona squamosa, Annona muricata
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo zoonoses na qual a principal forma de transmissdo do parasito
para o homem e outros hospedeiros mamiferos ¢ através da picada de fémeas de dipteros da
familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae, conhecidos genericamente por
flebotomineos. De acordo com a Organizacio Mundial de Saude (OMS), 88 paises sdao
afetados, compreendendo uma prevaléncia de 12 milhdes de pessoas infectadas, e com uma
incidéncia de 500 mil pessoas por ano (WHO, 2008). O género Lutzomyia ¢ o responsavel
pela transmissdo das leishmanioses nas Américas, existindo 350 espécies catalogadas,
distribuidas desde o sul do Canada até o norte da Argentina. Destas, pelo menos 200 ocorrem
na bacia amazonica (GILL et al., 2003). A forma visceral causada pela Leishmania chagasi e
transmitida pelo flebétomo Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis é mais diagnosticada no Brasil
(GONTLO & MELO, 2004).

A quimioterapia utilizada no tratamento da leishmaniose visceral em humanos ¢
baseada na utilizagdo medicamentos que possuem metais pesados toxicos, conhecidos como
antimoniatos, entre eles os mais usados sdo o antimoniato de meglumine (Glucantime®) e o
stibogluconato de sodio (Pentostan®). Quando este tipo de tratamento ndo ¢é efetivo, outros
medicamentos como Pentamidina e Anfotericina B também sdo utilizados. Todos esses
medicamentos sd3o de administragdo injetavel e requerem supervisao clinica ou hospitalizagao
devido a severidade dos efeitos colaterais (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).
Assim o tratamento da leishmaniose visceral ndo ¢ satisfatorio em termos de efetividade e
toxicidade, a resisténcia a drogas ja existentes e a sensibilidade de diferentes cepas as drogas
existentes também dificultam o tratamento (OSORIO et al, 2007). O tratamento de cies nio
¢ uma medida recomendada, pois nao diminui a importancia do cao como reservatorio
do parasito e ndo proporciona a cura para este (SESSA et al, 1994; ALVES &
BEVILACQUA, 2004).

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengdo de
doencas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. No inicio da
década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da populagao
dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como unica forma de
acesso aos cuidados basicos de satde (VEIGA Jr. et al, 2005). Plantas que sdo usadas
tradicionalmente para o tratamento de doencas causadas por protozodrios com fitoterapia,

vem recebendo consideravel atencdo em pesquisas na procura de atividade antiparasitaria
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(TEMPONE et al, 2005), onde os extratos e derivados de plantas podem prover uma imensa
fonte de agentes medicinais (ROCHA et al, 2005).

Na tentativa de encontrar novos agentes com a¢ao leishmanicida, as plantas tem sido
investigadas, j& que produzem compostos contra patégenos oriundos do meio ambiente.
Plantas produtoras de alcaldides e acetogeninas vem mostrando estudos promissores com
resultados contra protozodrios; entre estas destacam-se as da familia Annonaceae (ROCHA et
al, 2005). Os vegetais desta familia possuem boas possibilidades na procura de novos agentes

com potencial para 0 tratamento da Leishmaniose Visceral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses

A Leishmania foi inicialmente identificada pelo Major W.B. Leishman, professor de
patologia da Royal Army Medical College, que fica em Londres, Inglaterra. Ele descreveu um
caso de um jovem militar inglés que havia regressado de Dum-Dum na India. O paciente
demonstrava sintomas semelhantes a outros que Leishman observou. Estes pacientes
apresentavam febre intermitente, anemia grave, atrofia muscular e esplenomegalia. A doenga
progrediu durante 7 meses e o paciente morreu, na autopsia constatou-se um aumento
excessivo do baco e no exame histoloégico observaram-se microorganimos redondos ou ovais,
com um nucleo redondo. Caracteristicas das formas amastigotas de Leishmania (GILLESPIE
E PEARSON, 2001)

Leishmaniose ¢ uma doenga causada por pelo menos 17 espécies (Figura 1) de um

protozoario do género Leishmania (CROFT E COOMBS, 2003).

Complexo —_ Espécie

L. donovani
. L. chagasi
L. donovani — s
L. infantum
L. archibaldi
Subgeénero —_—
L tropic L. tropica
— Leishmania — - tropiea L. killicki
L. major L. major
Género
L. aethiopica
Leishmania —] L. mexicana
. L. amazonensis
L. mexicana — \
L L. garhani
L. pifanoi
— L. venezuelensis
L. lainsoni —
o L. braziliensis
Viannia —{ L. braziliensis — | peruviana
. L. guyanensis
L. guyanensis — &y .
L L. panamensis

Figura 1. Classificacdo taxondmica da Leishmania sp.

Fonte: Gillespie e Person, 2001
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E primariamente considerada como uma zoonose podendo acometer o homem, quando
este entra em contato com o ciclo de transmissdo do parasito, transformando-se em uma
antropozoonose (WHO, 2008).

Como em outras doencas tropicais as leishmanioses estdo relacionadas ao
desenvolvimento econdmico e a mudangas ambientais humanas que promovem a exposi¢ao
de hospedeiros susceptiveis aos insetos vetores infectados (WHO, 2008). Embora as
leishmanioses sejam consideradas doencas rurais, o recente aparecimento destas enfermidades
em grandes centros urbanos e a re-emergéncia em varias cidades do mundo representa um
problema de satude publica emergente (ASHFORD, 2000).

As formas da doenga diferem de acordo com a espécie do parasito, a distribuicao
geografica, tipos de hospedeiros e vetores envolvidos, taxas de incidéncia e de mortalidade
(ASHFORD et al, 1992). Quanto as caracteristicas clinicas e a relacdo parasito-hospedeiro,
este complexo pode ser dividido basicamente em duas doengas distintas: Leishmaniose
Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT). Dentre os 88 paises acometidos pelas
Leishmanioses, seis merecem atengdo especial por representarem cerca de 90% dos casos de
Leishmaniose Visceral - Bangladesh, Brasil, India, Nepal, Sudio e Venezuela (WHO, 2008).

A forma clinica visceral ¢ causada pelas espécies Leishmania (Leishmania) donovani e
L. (L.) infatum no velho mundo, atingindo partes do continente asiatico, africano e europeu.
No novo mundo, a Leishmania (L.) chagasi ¢ o principal agente etiologico da LV
(GRAMICCIA & GRADONI, 2005).

Este parasito possui um tropismo tecidual, esta estabelecendo-se primariamente, em
orgdos viscerais como o figado e bago, bem como na medula 6ssea de mamiferos. Ja a doenga
ativa, conhecida como leishmaniose visceral ou calazar. Esta é uma enfermidade infecciosa
generalizada, cronica, com sua forma classica caracterizada por febre irregular e de longa duracio,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia com leucopenia, hipergamaglobulinemia e
hipoalbuminemia, emagrecimento, edema ¢ estado de debilidade progressivo levando a caquexia
e, até mesmo, ao Obito se o paciente ndo for submetido ao tratamento especifico. A lesdo primdaria
na pele é raramente observada e uma porcentagem substancial de infecgdes parecem ser
assintomaticas ou auto-resolutivas (JAFFE & GREENBLAT, 1991). As formas clinicas sao
diversas, podendo o individuo apresentar desde cura espontinea, formas oligo e
assintomaticas, até manifestagdes graves (BASANO & CAMARGO, 2004).

O diagnostico pode ser baseado nos achados clinicos e na demonstracdo do parasito em
aspirados de medula 6ssea ou de bago. A especificidade deste método ¢ de 100%, porém a

sensibilidade ¢ muito variavel, pois a distribuicdo dos parasitas ndo ¢ homogénea no mesmo
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tecido. A sensibilidade mais alta (98%) ¢é alcangcada quando se utiliza aspirado do bago
(GONTIJO E MELO, 2004).

Quando ndo se consegue demonstrar o parasito, opta-se pelas técnicas de deteccdo de
anticorpos especificos, como o ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os testes tem limitacdes,
podem permanecer positivos durante longo tempo apos o tratamento em casos humanos, nao
permitindo avaliagdo do efeito da terapia e podendo ocorrer reagdes cruzadas com outras doengas
(como na doenca de chagas e leishmaniose cutanea). Muitos avangos tém ocorrido nos ultimos
anos, mas em relacdo ao grande nimero de testes disponiveis para o diagndstico da LV, nenhum
apresenta 100% de especificidade e sensibilidade (GONTIJO & MELO, 2004).

Apesar de serem conhecidas ha muito tempo e dos inumeros estudos voltados ao seu
entendimento, as leishmanioses sdo consideradas, ainda, doengas emergentes ¢ sem controle —
doenga de categoria I — cujo foco das pesquisas deve ser a aquisi¢do de novos conhecimentos e de

medidas eficazes de controle (WHO, 2008)

2.1.1 Ciclo de vida

O principal parasita causador da LV no Brasil e na maioria dos paises da América
Latina ¢ a L. chagasi. Os vetores sdo flebotomos hematofagos, do género Phlebotomus e
Lutzomyia. No novo mundo a espécie mais comum ¢ a Lutzomyia longipalpis (Figura 2)
conhecida popularmente como mosquito da terra, mosquito palha, birigui entre outros

(GAMA et al, 1998; BASANO E CAMARGQO, 2004).

Figura 2. Lu. longipalpis flebotomo tranmissor da Leishmaniose
Fonte: http://faculty.vetmed.ucdavis.edu/faculty/gclanzaro/lab/images/sandflybylanzaro.jpg
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A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos
infectados, ingerem macrofagos parasitados por formas amastigotas (Figura 3) da Leishmdnia

(GONTIIO E MELO, 2004).

Figura 3. Forma amastigota de L. chagasi
Fonte: Vila-Nova, 2008

No trato digestivo anterior ocorre o rompimento dos macréfagos liberando essas
formas. Reproduzem-se por divisdo bindria e diferenciam-se rapidamente em formas
flageladas denominadas de promastigotas (Figura 4), que também se reproduzem por
processos sucessivos de divisdo bindria. As formas promastigotas transformam-se em
paramastigotas as quais colonizam o esofago e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas
ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam em formas infectantes - promastigotas

metaciclicas (GILLESPIE E PEARSON, 2001).
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Figura 4. Forma promastigota de L. chagasi
Fonte: www.fcfrp.usp.br

O ciclo do parasito no inseto se completa em torno de 72 horas. Apds este periodo, as
fémeas infectantas de Lu. longipalpis (Figura 5) ao realizarem um novo repasto sangiiineo em
um hospedeiro mamifero liberam as formas promastigotas metaciclicas juntamente com a
saliva do inseto. Na epiderme do hospedeiro, estas formas sdo fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitdrio. No interior dos macrofagos, no vacuolo parasitoforo,
diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento dos mesmos,
ocorrendo a liberacdo destas formas que serdo fagocitadas por novos macréfagos num
processo continuo, ocorrendo entdo a disseminagdo hematogénica para outros tecidos ricos
em células do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, bago e medula 6ssea

(MINISTERIO DA SAUDE, 2003).
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Figura 5. Ciclo de Vida da Leishmania

Fonte: www.sucen.sp.gov.br

2.1.2 Reservatorios

No ciclo silvestre da L. chagasi, as raposas Cerdocyon thous, no nordeste do Brasil
(DEANE & DEANE, 1962), e Dusicyon vetulus na regido norte do Brasil (LAINSON et al.,
1969) sdo, até¢ o momento, supostos hospedeiros silvestres. No ciclo rural e urbano da L.
chagasi, os principais hospedeiros vertebrados reconhecidos como reservatorios sao
mamiferos pertencentes a familia Canidae (DEANE & DEANE, 1954). Nesse contexto, o cao
vem sendo apontado como o mais importante reservatorio, tendo estes um intenso parasitismo
cutdneo e também o grande nimero de casos de leishmaniose visceral canina (LVC) (REIS et
al., 2001). Sendo assim, o c3o representa uma abundante fonte de infec¢do para os
hospedeiros invertebrados, demonstrando a sua importancia como elo na manutencdo da
transmissdo da infecg¢do para o homem. Estes animais tém sido encontrados em todos os focos
da doenca humana, sendo considerados os principais elos na cadeia de transmissdo da

leishmaniose visceral (ARAUJO, 2006)
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Dependendo da fase da doenca e das condi¢des imunoldgicas, muitos caes infectados
se apresentam assintomdticos. Porém ja foi demonstrado que caes infectados, mesmo
assintomaticos sdo fonte de infeccdo para flebotomineos e conseqilientemente tem papel ativo

na transmissao da doenga (GONTIJO E MELO, 2004).

2.1.3 Distribui¢ao geografica e dados epidemiologicos

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 88 paises sdo afetados,
sendo 66 do velho mundo de 22 no novo mundo, a prevaléncia da leishmaniose no mundo ¢
de 12 milhdes de pessoas infectadas, sendo a incidéncia para LV de 500.000 pessoas
infectadas (CARVALHO E FERREIRA, 2001; WHO, 2008). Na América Latina a LV ja foi
descrita em pelo menos 12 paises, sendo 90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na
regido Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2003). De acordo Organizagdo Mundial de
Saude (2008), ¢ estimado 500.000 novos casos de Leishmaniose Visceral (LV) no mundo por
ano, e este nimero apenas tende a crescer.

O aumento da incidéncia desta zoonose apresenta aspectos geograficos, climaticos e
sociais diferenciados, em funcdo da sua ampla distribui¢do geografica, no Brasil envolve as
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do pais. A LV possui uma alta incidéncia
principalmente em criangas desnutridas, idosos, e pacientes imunossuprimidos, encontrando-
se assim entre as seis endemias consideradas prioritarios no mundo (ARAUJO, 2006).

O primeiro caso relatado de LV no Brasil foi feito em 1934, quando foram
encontradas amastigotas de Leishmania em cortes histologicos de figado de pessoas que
morreram com suspeita de febre amarela. Somente 20 anos depois € que se registrou o
primeiro surto da doenga em Sobral, no Ceara (CONTIJO & MELO, 2004).

No Brasil, a leishmaniose visceral ¢ uma doengca endémica onde epidemias sdo
freqlientemente registrados. Inicialmente, sua ocorréncia estava limitada a areas rurais e a
pequenas localidades urbanas, entretanto, em meados do anos 80 constatou-se uma
transformagdo drastica na ditribuicdo geografica da LV, ocorrendo uma expansdo para
grandes centros urbanos (GAMA et al, 1998).

De acordo com o Ministério da Satde (2005) a leishmaniose visceral estd distribuida
em 19 estados da Federacao. Nos ultimos dez anos, a média anual de casos de leishmaniose

visceral foi de 3.383 casos; e a incidéncia, de 2,00 casos por 100 mil hab (Figura 6).
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Figura 6. Numero de casos de leishmaniose visceral no Brasil entre 1984 a 2003.
Fonte: Ministério da Saude, 2005

Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos de LV notificados ocorreram na
regido Nordeste. A medida que a doencga se expande para as outras regides e atinge areas
urbanas e periurbanas, esta situagdo vem se modificando: em 2002, a regido Nordeste

apresenta 55% dos casos do pais (Figura 7).
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Figura 7. Casos de leishmaniose visceral por Unidade Federativa entre os anos de 1984 a
2002.
Fonte: Ministério da Saude, 2003
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Os dados epidemiologicos dos ultimos dez anos revelam a periurbanizagdo e a
urbanizagao da LV, destacando-se os casos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte
(MG), Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis
(MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e, mais recentemente, as epidemias ocorridas nos
municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (WHO, 2002).

A LV no Estado do Ceara teve seus primeiros casos registrados por Deane (1954) no
ano de 1934, provenientes de Sobral e se encontra em processo de expansdo, tanto em
magnitude, como geograficamente. A doenga ¢ endémica no Ceard, com registro de surtos
freqiientes. (BRAVO, 2007).

No periodo de 1986 a 2006, a maior incidéncia da doenga foi em 2006 com 789 casos
confirmados, com uma taxa de incidéncia de 9,6 casos por 100.000 habitantes (Figura 8). A
curva mostra um comportamento cicliclo. Esse comportamento estd associado a fatores
relativos ao processo migratério, urbanizagdo crescente, esvaziamento rural e secas
periddicas, que levam a reducdo do espago ecoldgico da doencga, propiciando a ocorréncia de

picos epidémicos (SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO CEARA, 2007).
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Figura 8. Casos de incidéncia de leishmaniose visceral no estado do Ceara entre os anos de

1986 a 2006
Fonte: Secretaria da Saude do Estado Do Ceara, 2007

No periodo de 2001 a 2006 foram registrados 2.499 casos e 137 obitos de LV no

Ceara. A letalidade, no periodo, foi de 5,5%, com uma taxa minima de 3,2% (2005) e maxima
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de 9,0% (2002). Em 2006, houve expansdo da doenga, atingindo 99 (53,8%) municipios
(Tabela 1). Em 2007 foram confirmados casos em 54 (29,3%) dos municipios

(SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO CEARA, 2007).

2.1.4 Controle

As estratégias de controle, até agora utilizadas, estdo centradas e dirigidas
verticalmente para o controle do reservatorio canino (inquérito soroldgico canino e eutanasia
em cdes soro reagentes), bem como na aplicacdo de inseticidas, diagnostico e tratamento
adequado dos casos em humanos registrados. Entretanto, essas medidas, muitas vezes
realizadas de forma isolada, ndo apresentam efetividade para reducdo da incidéncia da doenga
(MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

O emprego de inseticidas contra os flebotomos ¢ factivel em situacdes de transmissao
peridomiciliar e domiciliar. Ressalta-se que a investigacdo epidemiologica do caso ¢ quem
indicara o seu uso. Nas areas florestais este método ¢ impraticavel. A aplicacdo de inseticidas
deve ser realizada, preferencialmente, com agdo residual, sobre a superficie de paredes do
domicilio e anexos domiciliares (abrigo de animais domésticos, paidis etc). O uso de colares
contendo inseticidas, especialmente em lugares com alta prevaléncia da enfermidade, tem sido
utilizado em diversos paises com resultados promissores (KILLICK-KENDRICK et al.,
1997).

Programas de controle se baseiam na eliminagdo dos cdes soropositivos. No entanto,
dados do Ministério da Saude, mostram que esta medida ndo vem reduzindo o nimero de
casos em humanos (MOREIRA Jr et al, 2004). Recentemente uma vacina vem sendo
produzida e comercializada no Brasil, e esta foi capaz de proteger 95% dos animais vacinados
e com uma eficacia de 76 a 80% (NOGUEIRA et al, 2005).

Em condig¢des experimentais, diversos trabalhos demonstraram a eficacia na utilizagao
de coleiras impregnadas com deltametrina 4% como medida preventiva de protecao individual

para os caes contra picada de flebotomineos (GONTIJO & MELO, 2004).

2.1.5 Tratamento

Por mais de sessenta anos, o tratamento das leishmanioses vem sendo realizado com
antimoniais pentavalentes: antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) e

estibogluconato de soédio (Pentostan®), que sdo os medicamentos de primeira escolha para o
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tratamento da LV. Estas drogas sdo toxicas, nem sempre efetivas, sdo usadas em esquemas
prolongados (GONTIJO & MELO, 2004). Ha drogas alternativas como estibogluconato de
pentamidina e anfotericina B, utilizadas nas formas resistentes e no tratamento convencional.
Vale enfatizar que, mesmo com o tratamento adequado, a ocorréncia de recidivas ¢é freqiiente,
sendo de 2% nos casos tratados e ao redor de 10% nos casos nao tratados (BASANO &
CAMARGO, 2004). Croft et al (2003) afirma que a resisténcia aos antimoniais em pacientes
no Sudio e na India tem se tornado um problema.

O tratamento tradicional apresenta vdarios inconveniente, tais como as vias de
aplicacdo, que sdo intramuscular ou endovenosa, onde podem ser dolorosas e desconfortaveis.
Além disso estas drogas precisam ser administradas diariamente por longos periodos, o que
muitas vezes requer hospitaliza¢do acarretando em desconforto ao paciente e alto custo aos
cofres publicos (BRAGA et al, 2007). As drogas tradicionais também apresentam alta
toxicidade e resisténcia (TEMPONE et al, 2005). Alguns efeitos colaterais do Glucantime® ¢
sua acdo sobre o aparelho cardiovascular, sendo desaconselhavel sua utilizagcdo durante os
dois primeiros trimestres de gravidez (GONTIJO & MELO, 2004). Outros efeitos colaterais
causados por outros medicamentos sdo trombocitopenia, alteracdo das enzimas hepaticas,
mialgias, nduses e vomitos (BERGAMAN, 1997).

O emprego de medidas terapéuticas teria como finalidade a recuperagdo dos caes
infectados e isto acarretaria o controle profildtico da infeccdo humana. Entretanto, as
tentativas de tratamentos com drogas comercialmente utilizadas com eficdcia em humanos
(antimoniato de meglumina, anfotericina B, isotionato de pentamidina, alopurinol,
cetoconazol, fluconazol, miconazol, itraconazol), ndo tém obtido €xito na terapéutica em
caes(ALENCAR, 1959). Segundo MARZOCHI et al. (1985), o insucesso da antimonioterapia
em cdes poderia ser explicado em parte por uma alta excre¢do renal do antimoénio, por um
diferente metabolismo desta droga no figado ou também por uma resposta imune nao usual
nos animais infectados. O uso rotineiro de drogas em caes induz a remissao temporaria
dos sinais clinicos, ndo previne a ocorréncia de recidivas, tem efeito limitado na
infectividade de flebotomineos e leva ao risco de selecionar parasitos resistentes as
drogas utilizadas para o tratamento humano (SESSA et al, 1994; ALVES & BEVILACQUA,
2004). Sendo assim, o tratamento da LVC ainda constitui um desafio para a ciéncia,
estimulando diversos grupos de pesquisa nesta area de estudo (VOULDOUKIS et al, 2006).

No caso da leishmaniose visceral, estudos quimicos e imunofarmacologicos

tém sido realizados com o intuito de encontrar novos compostos menos toxicos,
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economicamente mais viaveis de efeito especifico e que reverta a resisténcia do parasita as

drogas (BERGAMAN et al, 1997).

2.2 Farmacos empregados no tratamento da leishmaniose

2.2.1 Compostos Antimoniais

Em 1912, Gaspar Vianna empregou no Brasil o uso do tartaro amético (tartarato duplo
de potéssio e antimonila) no tratamento da leishmaniose. A droga revelou-se ativa sobre
lesdes cutdneas e mucosas mas com inconcinientes decorrentes da toxicidade da mesma (
CASTRO, 1980).

Acredita-se que o mecanismo de acdo dos antimoniais ¢ baseado na interferéncia do
processo bioenergético das formas amastigotas de leishmania. Os produtos desta interferéncia
bloqueiam e inibem diferentes proteinas do parasita, particularmente enzimas envolvidas na
glicolise e oxidagdo de acidos graxos, resultando numa reducdo na producao de ATP e GTP
(CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Os antimonias causam sérios efeitos colaterais que incluem dor no local da aplicagdo e
nas articulagdes, problemas gastrointestinais, cardiotoxicidade e em alguns casos insuficiéncia
renal e hepatica. A eficiéncia de antimoniais no tratamento de leishmaniose esta relado em

cerca de 85% (ORDONEZ-GUTIERREZ et al, 2007).
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Figura 9. Antimoniato de N-metilglucamina

No Brasil, o medicamento a base de antimdnio, utilizado como primeira escolha na
terapéutica da leishmaniose, € o antimoniato de N-metil-glucamina, Glucantime® (Figura 9).

O composto € obtido sinteticamente a partir do acido antimonico e da N-metil-glucamina,
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sendo a ultima obtida previamente a partir da amina¢@o redutora da glicose em presenga de
metilamina (RATH et al, 2003).

2.2.2 Pentamidina

A pentamidina (Figura 10) é um aromatico derivado de diamidina, na qual se
apresenta toxica para varios protozoarios e vem se mostrando Util no tratamento de casos
leishmaniose onde o paciente ndo respondeu ao tratamento com antimoniais (RATH et al,

2003).
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Figura 10. Isotionato de Pentamidina

Quanto ao seu mecanismo de acdo, sabe-se que interfere com o transporte de
aminoacidos, compete com poliaminas pelos dacidos nucléicos e pode também
preferencialmente ligar-se ao DNA do cinetoplasto. Ha dois sais de pentamidina, o isotionato
de pentamidina (Pentamidina®), disponivel nos EUA e Europa, e o mesilato de pentamidina,
disponivel apenas na Europa (Lomidine®). Diferem entre si quanto a dose e efeito
diabetogénico (PAULA et al, 2003).

Tém sido implicados a pentamidina efeitos colaterais que sdo divididos em imediatos e
tardios. Os efeitos imediatos incluem hipotensdo, nduseas, vomitos e sincope. Ja sdo bem
conhecidos os efeitos sist€émicos no metabolismo da glicose, tais como hipoglicemia, que
chega a 8% dos casos, e o efeito diabetogénico, em fase mais tardia, atingindo 5% dos casos,
sendo testado inclusive no tratamento do insulinoma maligno. A alteracdo mais freqiiente,

entretanto, € a renal, chegando a 23% (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).
2.2.3 Anfotericina B
Antibidtico poliénico anfotericina B (Figura 11) ¢ uma droga padrio usada no

tratamento de infec¢des fungicas e altamente eficaz, no entanto apresenta elevado toxicidade.

Seu mecanismo de agdo esta relacionado com a sua ligagdo aos esterdides da membrana
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fungica. Como a membrana da leishmania contém ergosterol, a droga reduz a permeabilidade
da célula do parasita, com a perda de pequenos cations, particularmente K, causando a morte
da célula.(ORDONEZ-GUTIERREZ et al, 2007). A forma lipossomal age especificamente
sobre as células alvo (macréfagos), sendo incorporada ao meio intracelular e, assim reduzindo

os efeitos colaterais com maior indice de eficacia terapéutica (PAULA et al, 2003).
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Figura 11. Anfotericina B

Este medicamento também possui diversos efeitos colaterais onde o principal efeito
sdo alteragdes renais em aproximadamente 80% dos individuos tratados (CHAN-BACAB E

PENA-RODRIGUEZ, 2001).
2.2.4 Miltefosina

A miltefosina (figura 12) (hexadecilfosfocolina), medicamento originalmente desenvolvido
como antineopldsico, na década de 80, durante a sua avaliagdo para esta finalidade
terapéutica, descobriu-se a sua potente acao contra leishmanias. Esta droga age interferindo na
membrana celular do parasita, sem interagir com o DNA, depois modula a composi¢ao
lipidica, a permeabilidade e fluidez da membrana, assim como o metabolismo de

fosfolipideos, induzindo morte celular por apoptose (COSTA FILHO et al, 2008).
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Figura 12. Estrutura molecular da Miltefosina
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2.3 Plantas Medicinais

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidade e tdo antigo quanto a espécie
humana e muitas vezes o conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje nas regides
mais pobre do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais

(MACIEL et al, 2001).

Muitas sociedades tradicionais e autoctones possuem uma vasta farmacopéia natural,
em boa parte proveniente dos recursos vegetais encontrados nos ambientes naturais ocupados
por estas populagdes, ou cultivados em ambientes antropicamente alterados. O interesse
académico a respeito do conhecimento que estas populacdes detém sobre plantas e seu uso
tem crescido, apOs a constatacdo de que a base empirica desenvolvida por elas ao longo de
séculos pode, em muitos casos, ter uma comprovagao cientifica, que habilitaria a extensdo
destes usos a sociedade industrializada (AMOROZO, 2002).

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, 0s quimicos organicos
tém conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas de constituintes
naturais, até ha pouco tempo dificeis de serem identificados. A cada momento sdo relatadas
na literatura novas moléculas, algumas de relevante acdo farmacoldgica. Neste contexto €
importante mencionar que as plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades
terapéuticas, t€m contribuido, ao longo dos anos para a obtengdo de varios farmacos, até hoje
amplamente utilizados na clinica de enfermidades. Como exemplo, podemos citar a morfina, a
emetina, a vincristina, a colchicina, a rutina, etc. Cabe mencionar que dados da literatura
indicaram que, em 1980, os consumidores dos Estados Unidos pagaram mais de 8 bilhdes de
dolares em prescrigdes com produtos naturais ativos. Em relacdo ao mercado mundial, cerca
de 80% das pessoas utilizam plantas para curar suas enfermidades (CECHIEL FILHO &
YUNES, 1997).

Ultimamente as plantas vém se tornando uma importante fonte de produtos naturais
biologicamente ativos; 25% dos medicamentos do mercado farmacéutico possuem extratos
em sua composicao, alguns dos quais tém sido usados como matéria-prima de drogas semi-
sintéticas (BERGMANN ET AL., 1997). Assim, as plantas medicinais, usadas na preparagao
de remédios tradicionais, trouxeram para a medicina moderna drogas de comprovada eficacia

para o tratamento de algumas doengas parasitarias (MACIEL et al, 2001).

O Brasil ¢ reconhecido pela exuberancia e variedade de plantas tropicais, sendo
algumas amplamente utilizadas na medicina popular. Extratos de plantas ou derivados de

partes de plantas sdo apropriados para o desenvolvimento de novos agentes medicinais, o que
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estimula uma busca por tratamentos alternativos derivados de produtos naturais com potencial
na terapia das leishmanioses (SUFREDINI et al, 2004).

Como parte da pesquisa por novos e melhores medicamentos com alta viabilidade e
baixa toxicidade, o Programa de Doencas Tropicais da Organizacdo Mundial de Satide (OMS)
vem considerando a investigagao sobre o uso plantas no tratamento de leishmaniose essencial
e de alta prioridade (WHO, 2008).

Estudos etnobotanicos tém demonstrado o uso popular de plantas no tratamento das
leishmanioses tanto por via oral, como na aplicagdo topica sobre as lesdes cutaneas. Muitos
vegetais apresentam em sua composicdo substincias das classes dos alcaldides, terpenos,
lignanas, chalconas, flavonodides e lactonas sesquiterpénicas, compostos descritos na literatura
como eficazes na atividade leishmanicida (BEZERRA et al, 2006).

O efeito leishmanicida dos compostos isolados de espécies vegetais tem sido avaliado
in vitro sobre formas promastigotas e/ou amastigotas de Leishmania. (BARATA et al, 2000).
Plantas produtoras de alcaldides e acetogeninas véem mostrando estudos promissores com
resultados contra protozodrios; entre estas destacam-se as da familias Annonaceae (ROCHA
et al, 2005). Esta familia possui boas possibilidades na procura de novos agentes com

potencial para o tratamento da Leishmaniose Visceral Canina.

2.3.1 Familia Annonaceae

A familia das anonaceas engloba uma grande variedade de espécies frutiferas. As
plantas desta familia caracterizam-se por apresentarem folhas simples, dispostas
alternadamente em um mesmo plano, ao longo dos ramos e pela semelhanga entre seus frutos
(ALMEIDA, et al, 1998). As anonaceas sdo largamente empregadas na etnofarmacologia
devido as suas diferentes propriedades farmacologicas atribuidas principalmente as
acetogeninas e alcaldides, dois dos principais constituintes bioativos encontrados em géneros

especificos das anonéaceas (FAGUNDES et al, 2005).

2.3.1.1 Annona muricata L.
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A Annona muricata, tem como nome popular graviola, na lingua espanhola ¢
conhecida como guanabano, soursop na lingua inglesa e corossolier no francés. E uma planta
originaria das Antilhas, onde se encontra em estado silvestre (Figura 13). No Brasil, tornou-se
subespontinea na Amazodnia, sendo cultivada principalmente nos Estados do Nordeste.
Prefere climas umidos, baixa altitude, e ndo exige muito em relagdo a terrenos. A sua
importancia comercial no Brasil ¢ pequena apesar da demanda crescente pela polpa do fruto
no pais, no Oriente Médio e na Europa (Alemanha e Espanha). No Nordeste brasileiro o
municipio cearense de Trairi mantém plantios organizados dessa fruteira (LIMA et al, 2007).

A gravioleira tem habito de crescimento ereto, pode alcangar 4 a 8 m de altura quando
adulta, abundante sistema radicular, caule inico com ramificacdo assimétrica. As flores sdo
perfeitas, hermafroditas, verde-escuras a verde-claras. O fruto - graviola - também conhecido
como jaca-depobre, jaca-do-pard, coragdo-de-rainha, araticum manso, ¢ uma baga composta
(sincarpo) com peso oscilando entre 0,4 kg a 10 kg, comprimento médio em 30 cm e formato
de coracdo; a casca tem espiculas carnosas moles e ¢ verde-clara na colheita. A polpa ¢ branca
sucosa. A semente com 1 a 2 cm de comprimento, peso 0,59 g (170 sementes/100 g) ¢é preta
na sua retirada do fruto passando a marrom dias apo6s; de ordinério encontra-se 100 sementes

por fruto (MAAS et al, 2001).

Figura 13. Anonna muricata
Fonte: www.nybg.org

Todas as partes deste vegetal sdo utilizadas na medicina natural, muitos compostos

bioativos e fitoquimicos sdo encontrados na A. muricata (tabela 1). Vérios estudos tém
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mostrado acdo hipotensiva, antiespasmodica, vasodilatadora, relaxante do musculo estomacal
e atividade citotoxica contra células cancerigenas a partir dos extratos das folhas e troncos

(ALALI et al., 1999) e até efeito contra Herpes simplex (PADMA et al, 1998).

Tabela 1. Classificacdo e caracterizacdo dos vegetais

Familia Nome Nome Parte Compostos Uso Referéncia
Vegetal Cientifico  Popular Utilizada/  quimicos Popular
Produto presentes
extrativo
Annonaceae Annona Graviola Fruto e Acetogeninas  Cancer Alvarez-
muricata Folhas Alcaldides Hipotensivo Gonzalez,
L. Esteroides Anti-espasmotico 2008
Triterpenos Vasodilatador Padma et al,
Taninos Herpes simplex 1998
Alali et al,
1999
Annonaceae Annona Ata, Folhas Acetogeninas  Anti-diarréico Panda et al,
squomosa  Pinha, Alcaloides Antiespasmadico 2007
L. Fruta do Flavonoides Antiinflamatdrio Gupta et al,
Conde Esteroides Hiperparatireoidismo 2005
Taninos Hipoglicémico Amador et al,
2006

Considerado um importante aliado no combate de mais de doze tipos de cancer, como
do pulmdo, seios, prostata, entre outros. Estudos feitos em mais de vinte laboratérios
mostraram que o tratamento com a fruta preveniu e melhorou casos, com resultados mais
promissores que o tratamento com quimioterapia (BERMEJO et al, 2005). Desde 1996, o
Instituto de Ciéncias de Saude dos Estados Unidos, coleciona e estuda a 4. muricata para o
tratamento de cancer e os cientistas estdo provando sua real eficiéncia no combate de células
cancerigenas. Além de melhorar a perspectiva de vida da pessoa doente, os tratamentos
naturais, na maioria de casos, ddo a sensacdo de forga e vitalidade necessaria para a
recuperacdo. Uma terapia natural completa ¢ possivel com extratos desta arvore poderosa,
sem que cause qualquer efeito colateral severo como nausea e perda de cabelo, comparado ao

provocado pela quimioterapia (ALVAREZ-GONZALEZ et al, 2008).

2.3.1.2 Annona squamosa L.

A espécie Annona squamosa (Figura 14) é conhecida como pinha, ata e fruta-do-conde
no Brasil, anona blanca, sweetsop, anon, anona, rinon, atta del Brasil, srikaya, atis, etc.. E
uma arvore pequena originaria das Antilhas, com muitos galhos, que atinge 5 metros de

altura. Produz frutos delicados que possuem de 7 a 10 centimetros de didmetro. E redondo e
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muitas vezes coberto de saliéncias arredondadas. A medida que amadurece as saliéncias
passam do verde-claro ao verde-pardo-acinzentado. Boa fonte de vitaminas C e do complexo
B, importantes no metabolismo das proteinas, carboidratos e gorduras, ¢ aconselhdvel para
incrementar o carddpio com vitaminas e sais minerais, sendo ruim para pessoas que fazem
regime de emagrecimento, por ser rica em agucares, conseqlientemente, muito mais calorica
do que a maioria das frutas (ALVES et al, 2000).

O cultivo da A. squamosa vem experimentando um considerdvel crescimento no
Sudeste e Nordeste brasileiro, notadamente nos perimetros irrigados, pela possibilidade de
obtencdo de mais de uma safra por ano e devido aos bons pregos obtidos para a fruta nos
principais mercados consumidores do pais. No Brasil, sdo cultivados 6,625 ha com pinha,
sendo que a regido do nordeste brasileiro ¢ responsavel por 93,23% deste total. O principal
produtor nacional ¢ o Estado da Bahia, seguido de Pernambuco e Alagoas. No estado de
Minas Gerais, a cultura tem crescido consideravelmente nos ultimos anos, principalmente nos
perimetros irrigados da regido Norte do estado, (NIETSCHE et al, 2003).

Testes fitoquimicos revelam a presenca de alcaldides, acetogeninas, taninos, esteroides

e flavonoides em 4. squamosa (AMADOR et al, 2006).

Figural4. Annona squamosa
Fonte: www jardimdaceleste.com

Annona squamosa ¢ usada na medicina popular como: anti-diarréico, antiespasmotico,
antiinflamatdrio e analgésico, na forma de cha das folhas frescas. A decoccdo das folhas ¢

empregada para alivar dores no corpo (AMADOR et al, 2006). Além destes podemos também
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citar seus efeitos hipoglecémicos, podendo ser usada no combate da diabete mellitus (GUPTA

et al, 2005) e na regulacdo do hiperparatireoidismo (PANDA et al, 2007).

2.4 Acetogeninas

As acetogeninas possuem diversas atividades bioldgicas relatadas na literatura como,
por exemplo, antitumoral, imunossupressor, pesticida, antiprotozodrio, anti-helmintico e
antimicrobiano, o que fez deste constituinte bioativo objeto de inimeras pesquisas (AIALI et
al, 1999). Sobre as acetogeninas, foi relatado que podem inibir seletivamente o crescimento
de células cancerosas e também de inibir o crescimento de células tumorais resistentes a
adriamicina, demonstrando extraordindria seletividade entre certas linhagens celulares,
especificamente, contra cancer prostatico (FAGUNDES et al, 2005).

Sd0 compostos que apresentam varias propriedades bioldgicas, incluindo
citotoxicidade. Estudo in vitro mostraram um efeito citotoxico preferencial sobre células
neoplédsicas em comparagdo com as células saudaveis, sugerindo um potencial antitumoral
destes agentes (ALVAREZ-GONZALEZ, 2008).

Das sementes de 4. squamosa foi isolada uma acetogenina triidroxilada com dois
anéis tetraidrofuranicos e anel lactonico o,pB-insaturada de 37 atomos de carbono (figura 15),
dotada de propriedades anti-helminticas contra Haemonchus contortus, principal nematédeo

de ovinos e caprinos do Nordeste brasileiro (SOUZA et al, 2008).
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Figura 15. Acetogenina anti-helmintica isolada das sementes de A. squamosa.

Mais de 160 tipos diferentes de acetogeninas sdo encontradas na familia das
annondceaes, a maioria deles possuem um anel mono-tetrahidrofurano (THF), os tipos
diferem de acordo com a posicao das hidroxilas no THF e ao longo da cadeia de acidos graxos
(CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Grandic et al (2004) isolaram de diversas espécies de annondceaes 12 acetogeninas
diferentes, e testou-as contra as formas promastigota e amastigota de L. donovani. As

acetogeninas isoladas neste estudo foram Annonacina, Isoannonacina, 2,33-diidroannonacina,
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Rolliniastatina-1,  Rolliniastatina-2,  Isorolliniastatina-1,  2,35-dihydrorolliniastatina-1,
Panalicina, Narumicina-1, Narumicina-2, Squamocina e Cherimolina. Os resultados nos testes
utilizando a forma promastigota mostraram uma variagdo em sua ECsy de 4.7-47.3 uM, onde
a acetogenina mais efetiva foi rolliniastatina-1 obtendo uma ECsy 4.7 uM e a menos efetiva
diidrorolliniastatina-1 com a ECsp 47.3 pM. Com relag@o as amastigotas, o rollinistatina-1 foi
o composto mais efetivo mostrando uma ECsy 2,5 uM.

Algumas acetogeninas como senegalene, squamocine, asimicine € molvizarina,
isoladas das sementes de Annona senegalensis (Annonaceae), mostraram uma atividade
contra promastigotas de L. major e L. donovani em vérias concentragdes variando de 25 a 100
pg/mL. Outra acetogenina que apresentou acdo contra promastigotas de L. braziliensis, L.
donovani e L. amazonensis foi a Rolliniastatina-1 obtida da casca do tronco de Rollinia
emarginata (Annonaceae), annonacina A e goniotalmicina obtidos das sementes de Annona
glauca (Annonaceae) também mostraram efeitos semelhantes (WAECHTER et al, 1998;
CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Waechter et al (1998) isolaram das sementes de Annona glauca nove acetogeninas:
Glaucasina, Rolliniastatina-2, Squamocina, Glaucafilina, Molvizarina, Parviflorina,
Annonacin A, Annonacina e Goniotalamicina. Foi avaliada a atividade destas in vitro contra
L. donovani, L. braziliensis e L. amazonensis além do 7. cruzi. Annonacina A e
Goniothalamicina mostraram efeito contra promastigotas com uma CE;o de 10 e 5 pg/mL
respectivamente. Glaucasina, Squamocina, Annonacina A e Annonacina mostraram atividade
contra 7. cruzi com reducdo de 78%, 67%, 71% e 85% deste parasita.

Hopp et al (1997) isolaram trés acetogeninas da casca do tronco da 4. squamosa: 4-

deoxyannoreticuim, cis-4-deoxyannoreticuin e (2,4-cis e trans)-squamoxinone (Figura 16).

threo trans th reo

cis/trans

4-deoxyannoreticuim ,cis-4-deoxyannoreticuin
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Figura 16. Acetogeninas isoladas da A. squamosa

Zeng et al (1995) isolou uma Annohexocin, acetogenina encontrada nas folhas da A.
muricata 0 mesmo encontrado na casca do tronco de R. emarginata. Konno et al (2007)
isolou das raizes da 4. muricata uma acetogenina mono-tetrahidrofurano a cis-solamina A,
onde esta mostrou um efeito promissor na inibicdo do complexo mitocondrial 1 das
Leishmanias. Também com atividade leishmanicida duas acetogeninas isoméricas foram
isoladas das raizes deste mesmo vegetal cohibins A e B e sabadelin (Figural7) (Gleye et al,
1997; Gleye et al, 1999 ). Yu et al (1998) isolou das sementes de A. muricata, Murihexol,
donhexocina, annonacina A e annonacina. Das folhas deste espécie, Kim et al (1998) isolou e

identificou duas monotetrahidrofurano acetogeninas, Moricoreacin e Murihexocin.
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Figura 17. Acetogeninas isoladas da A. muricata

O mecanismo de acdo das acetogeninas ndo estd totalmente esclarecido. Acredita-se
que sdo potentes inibidores do complexo mitocondrial I. As acetogeninas s3o potentes
inibidoras da NADH ubiquinona oxidorredutase, que ¢ uma enzima essencial no complexo I
levando a uma fosforilagdo oxidativa na mitocondria da célula. Estudo na literatura
demonstrou que estas substancias agem diretamente no sitio catalitico da ubiquinona, dentro

do complexo I e na glicose desidrogenase microbiana. Elas inibem também a NADH oxidase
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ligada a ubiquinona, peculiar as membranas plasmaticas das células cancerosas (BERMEJO et

al., 2005;).

2.5 Alcaloides

O uso biologico dos alcaldides contra parasitas vem sendo mencionado por muitos
autores que relataram este tipo de atividade (ANISZEWSKI, 2007; TEMPONE et al, 2005;
CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001; KAPIL, 1993). Entre estas podemos citar
malaria (Plasmodium vivax, P. falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae),
leishmaniose (Leishmania spp.), Doenga de Chagas (Trypanossoma cruzi), Doenca do sono
(Tnome. rhodesiense e Tnome. gambiense), helmintos (Schistosoma mansoni, Schistosoma
haematobium e Schistosoma japonicum,) trematdides, trematdodeos entre outros
(ANISZEWSKI, 2007).

Estudos com atividade anti-parasitaria utilizando Plasmodium falcicarum, L.
donovani, Trypanosoma cruzi € Trypanosoma brucei rhodesiense mostrou evidéncias de uma
relagdo entre alcaldides piridoacridone e atividade anti-parasitaria. No entando estes
alcaldides possuem uma citotoxidade elevada, o que limita o uso de sua bioatividade. Estudo
da bioatividade de piperina (Figura 18) em promastigotas in vitro de L. donovani obteve

resultado promissores (KAPIL, 1993).

Figura 18. Estrutura quimica da piperina

Berberina (Figura 18) ¢ um alcaldide isoquinolinico quaternario encontrado em
diversas plantas da familia Annonaceae, ¢ um dos alcaldides com maior atividade
leishmanicida. Este metabdlido ¢ o constituinte principal de varios medicamentos populares
usado no tratamento de leishmaniose, malaria e amebiase. Este ¢ usado clinicamente contra
leishmaniose a mais de 50 anos e tem demonstrado uma atividade significativa in vitro e in
vivo contra diversas espécies de Leishmania (PHILLIPSON E WRIGHT, 1991)

Isoguattouregidine foi isolada das raizes da Guatteria foliosa (Annonaceae), quando

testado contra L. donovani e L. amazonensis causou lise da parede do parasita. Anonaina e
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liriodenina (Figura 19) obtidos das cascas do tronco e raizes da Anmnona spinescens
(Annonaceae), mostraram uma ECsy de 100 pg/mL, o mesmo metabdlito quando isolado da
casca do tronco Rolina emarginata (Annonaceae) teve uma ECjp de 5 pg/mL em

promastigotas do mesmo parasito (MAHIOU et al, 1994; QUEIROZ et al, 1996).

Berberine Tsoguattouregidine

Figura 19. Estrutura quimica de alcaldides da familia Annonaceae

Os alcalodides benzilisoquinolinicos sdo amplamente distribuidos na natureza e vem
sendo isolados de diferentes plantas comumente usadas em medicina tradicional para o
tratamento de doencas parasitirias. Uma avaliacio de quatorze alcaldides
bisbenzilisoquinolinicos mostrou atividade contra promastigotas de L. amazonensis, L.
braziliensis e L. donovani. Obaberina isolado de Pseudoxandra sclerocarpa (Annonaceae)
mostrou uma EC;o de 50 pg/mL (Figura 18). Também se pode observar um efeito moderado
de alcaldides bisbenzilisoquinolinicos isolados da casca do tronco de Guatteria boliviana
(Annonaceae) quando testados contra promastigotas de L. donovani, L. amazonensis e L.

braziliensis (Figura 19) (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).
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Neferine

Dauricine
Figura 20. Estrutura quimica de alcaldides bisbenzilisoquinolinicos leismanicidas

Bhaukuni et al (1971) conseguiram isolar 6 alcaldides aporfinicos das folhas e casca
do tronco da A. squamosa denominados anonaina, roemerina, norcoridina, norisocoridina,
isocoridina e glaucina. Anonaina foi também isolado das sementes desta mesma planta. Em
trabalho posterior estes mesmos autores observaram a presenga de norlaurelina, aporfina e
dienome neste mesmo vegetal. Bhaukuni et al (1979) isolaram trés outros alcaldides xilopina,

O-methylarmepavine e lanuginosena pela primeira vez em 4. squamosa (Figura20).

H;CO

H;CO ~CH;

H;CO

Figura 21. Estrutura quimica do O-methylarmepavina

Alcaldides do tipo xilopina, nornanteina, cryptodorina, nornuciferina, lusicamina e
laudanosina foram isolados da Guatteria amplifolia (Annonaceae), destes mostraram
atividade contra L. Mexicana e L. panamensis xilopina, criptodorina, nornanteina e

nornuciferina (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).
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O mecanismo de acdo dos alcaldides ndo esta totalmente esclarecido, porém Fournet et
al (2000) observaram que alcaldides bisbenzilisoquinolinicos inibem uma enzima antioxidante

essencial na Leishmania, a Tripanotione redutase.
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3 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose € um grave problema de saude publica. O
tratamento em humanos constitui-se de medicamentos altamente toxicos € em animais o
tratamento ¢ ineficaz, com isso o Ministério da Satide recomenda como método de controle a
eutandsia para os animais soropositivos porque a medicag¢ao utilizada ndo ¢ eficaz para o cao.
Atualmente o0 MS proibe tratamento de cdes infectados com medicamentos utilizados em
humanos. Assim se faz necessario uma alternativa na prevencao e controle da leishmaniose
visceral. Diversos compostos do metabolismo secundario das plantas, entre eles alcaldides e
acetogeninas, vém se mostrando efetivos no combate a Leishmania chagasi. Portanto a
avaliagdo do potencial leishmanicida de produtos naturais de plantas produtoras destes
compostos como Annona squamosa e Annona muricata pode gerar produtos eficazes contra a

leishmaniose visceral.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA
Os extratos ricos em acetogeninas e alcaloides das folhas da Annona squamosa e das
sementes da Annona muricata, possuem agao contra as formas promastigotas e amastigotas de

Leishmania chagasi.
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S OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Contribuir para o desenvolvimento de fitoterapicos utilizadas no tratamento da
Leishmaniose Visceral.

5.2 Objetivos Especificos

o Preparacgdo dos extratos metandlicos das plantas em estudo.

o Separagdo dos alcaldides e acetogeninas presentes nos extratos.

o Avaliar a a¢do dos extratos ricos em alcaldides e acetogeninas contra as formas
promastigota e amastigota da Leishmania chagasi

o Isolamento dos alcaldides e acetogeninas através do tratamento cromatografico dos
extratos e caracterizagdo estrutural destes compostos através de técnicas

espectroscopicas.



42

CAPITULO 1

Atividade Leishmanicida de extratos de Annona squamosa L. e Annona

muricata L.

Leishmanicidal activity of Annona squamosa L. and Annona muricata L.

extracts

Phytomedicine

Novembro, 2008



43

Leishmanicidal activity of Annona squamosa L. and Annona muricata L.

extracts

Nadja Soares Vila-Nova', Selene Maia de Morais'*, Lyeghyna Karla Andrade Machado?,
Claudia Maria Leal Bevilaqua', Heitor Franco de Andrade Junior’, Nilce Viana Gramosa

Pompeu de Sousa Brasil®

'Veterinary Faculty, Post-Graduation Program in Veterinary Sciences, State University of
Ceara

*Chemistry Department, State University of Ceara

*Medicine Tropical Institute, Protozoology Laboratory, University of Sdo Paulo

*Department of Organic and Inorganic Chemistry, Federal University of Ceara

Corresponding author: Selene Maia de Morais, Rua Ana Bilhar N® 601, Apto. 400 Fortaleza,
Ceara, Brazil, Phone: 55 (85) 32426811, Fax: 55 (85) 32429715, E-mail:

selene.maia@pq.cnpq.br



44

Abstract

Current visceral leishmaniasis (VL) control programs in Brazil include the infected dog
euthanasia but, despite this strategy, the incidence of human VL is still increasing. In the
search for new leishmanicidal agents, extracts of Annona squamosa and Annona muricata,
were tested against Leishmania chagasi using the MTT assay. Aqueous methanol extracts
were prepared and partitioned with 10% phosphoric acid and organic solvents to isolate
alkaloids and acetogenins common in Anonna species. A. squamosa methanol extract showed
an ECsy value of 26.43 pg/ml and 4. muricata showed an ECsy value of 54.93 pug/ml. 4.
squamosa alkaloid extract showed an ECsy value of 73.31 pg/ml. Pentamidine was used as
standard drug showing an ECsy value of 1.63 pg/ml. Two compounds were isolated by silica
gel column chromatography from active extracts and characterized by spectroscopic data as
O-methylarmepavine, a benzylisoquinolinic alkaloid, and a Cs; trihydroxy adjacent
bistetrahydrofuran acetogenin.

Key-words: Leishmaniasis; benzylisoquinolinic alkaloids; acetogenins; Annona squamosa;

Annona muricata.

Introduction

Leishmaniasis is a zoonotic tropical disease caused by at least 17 protozoa species of
Leishmania genus (Croft & Coombs,2003). The forms of the disease are related to the type of
parasite, and differ in geographic distribution, host and vector involved, incidence rate and
mortality (Ashford et al, 1992). Visceral leishmaniasis is endemic in 88 countries, with
prevalence of 12 million people and a incidence of 500 million per year (WHO, 2008).

The chemotherapy of leishmaniasis is based on the use of toxic heavy metal based

compounds, particularly pentavalent antimonials. However, these compounds must be
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administered over prolonged periods and are often associated with serious side effects
including cardiotoxicity, pancreatitis and musculoskeletal affections when used at the
therapeutic doses. Other treatments for leishmaniasis such as Amphotericin-B and
pentamidine are associated with multiple adverse side effects such as bone marrow
suppression, renal toxicity and glucose metabolism disturbances. The only potential oral
treatment, miltefosine, is still in clinical trials and is a potential teratogen (Croft & Coombs,
2003; Chan-Bacab & Pena-Rodriguez, 2001; Osorio et al, 2007). In Brazil an interministerial
regulation (N° 1.429/2008) prohibits the treatment of visceral leishmaniasis canine with
products for human use or not registered with the Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply. Current visceral leishmaniasis (VL) control programs in Brazil include the infected
dog euthanasia but, despite this strategy, the incidence of human VL is still increasing. Due to
the shortcomings described above, there remains a pressing need for new anti-leishmanials
(Lemos et al, 2008)

The use of medicinal plants for treatment, cure and prevention of diseases is one of the
oldest form of medicinal practice. According to The World Health Organization (WHO), in
the 1990s 65-80% of the population of developing countries depended on medicinal plants as
the only way to treat health problems (WHO, 2008; Lemos et al, 2008). Plants that are
traditionally used for several disease treatments caused by protozoa are attracting attention in
tests against different Leishmania species (Tempone et al, 2005).

Leishmanicidal acetogenins and alkaloids from Annonaceae species have
demonstrated the great potential of this plant family as a source of new leishmanicidal agents
(Chan-Bacab & Pena-Rodriguez, 2001; Tempone et al, 2005), therefore the aim of this study
was to evaluate, in vitro, the efectiveness of extracts and constituents from A. squamosa
leaves and 4. muricata seeds in the promastigote and amastigote forms of Leishmania (L)

chagasi.
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Material and Methods

Plant material

Leaves of A. squamosa were collected from the Ceara State University campus and seeds of
A. muricata were collected from a private farm in Fortaleza, Ceard State, Brazil Aereal parts
of both plants were deposited in the Prisco Bezerra Herbarium under number 43604 and

43951 respectively.

Extraction procedure

The plant materials (2 Kg) were powdered, air-dried and immersed in methanol : H>O (80:20,
1.5 1) and left for 7 days at room temperature. After this period the solvent was eliminated by
rotative evaporator leaving the methanol extract (ME, 320 g). Part of ME (150 g) was
dissolved with 10% phosphoric acid and then washed with n-hexane for extraction of fatty
material. After being alkalinezed (pH 9) with ammonium hydroxide, the aqueous acid
solution of ME was partitioned with dichloromethane, and tested with Dragendorff reagent
until a negative reaction was seen. The dichloromethane phase was dried over sodium sulfate
and concentrated under reduced pressure until completely dry to obtain the total alkaloids
extract (AE, 0.58g). This extract was submitted to silica gel column chromatography eluted
with hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol in mixtures of increasing polarity.
Fractions were collected and compared by thin layer chromatography, using Dragendorf’s
reagent for spraying the plates. A second portion of methanol extract was submitted to silica
gel column chromatography using the same above solvent elution sequence. The fractions

were collected and t.l.c. plates were sprayed with reagents for alkaloids (Dragendorffs’) and
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acetogenins (Kedde’s). Two main compounds were isolated and characterized by

spectroscopic analysis and comparison with literature data.

Spectral analysis of isolated compounds

IR spectra were recorded on The Perkin Elmer FTIR spectrum 100 spectrophotometer and the
values expressed in cm . NMR spectra were recorded on a Brucker Avance DRX-500

spectrometer in CDCls.

Parasites

Leishmania (L.) chagasi (M 6445 strain) promastigotes were cultured in M199 medium,
supplemented with 10% fetal bovine serum and 5% male human urine at 24 °C. The
amastigotes were obtained from RAW cells infected with promastigote in the ratio of 1:10
(macrophage/promastigote) and kept in a CO, humidified incubator for 72 hours and then

analyzed in light microscope to confirm infection.

Leishmanicidal activity

Test against promastigotes - In order to determine the 50% Effective Concentration (ECs
value) an adapted methodology from Tempone (2005) was used. The compounds were
dissolved previously in ethanol at concentration of 0.2% and diluted with M199 medium in
96-well microplates. The assay was performed in the concentrations 100, 50, 25, 12.5 ¢ 6.25
pg/ml. Each concentration was tested three times and repeated three times. Promastigotes

were counted in a Neubauer haemocytometer and seeded at 1x10%/well with a final volume of
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156 ml. Controls with ethanol and without drugs were performed. Pentamidine was used as a
standard drug. The plates were incubated at 24 °C for 24h and the viability of the
promastigotes was observed by morphology in a light microscope. MTT (5 mg/ml) was
dissolved in PBS, sterilized through 0.22 mm membranes and then 20 pl were added in a 96
well plate and left at 37°C for 4 h. Promastigotes were incubated without compounds and
used as control. Formazan extraction was performed using 10% SDS (100 ml/well) at 24°C
for 18 h and the optical density (OD) was determined in a Multiskan MS (UNISCIENCE) at

570 nm.

Test against amastigotes - Concerning the amastigote in vitro model, the macrophages were
infected after 24 hours incubation in a 96 well microplate, at 37°C in a 5% CO, humidified
incubator with promastigote forms of L. chagasi in stationary phase at a ratio of 10 parasites
per macrophage, to obtain 87% of infected macrophage. Eighteen hours after the promastigote
had entered in the macrophage, the free promastigotes were eliminated and intramacrophagic
amastigotes were treated with 100 pg/ml of the compounds. Macrophages incubated without
drugs were used for control and glucantime was used as a standard drug at two
concentrations, 25 and 300 pug/ml. After 24 hours, an in situ assay was performed to evaluate
the compounds activity.

For the in situ assay an adapted methodology from Piazza (1994) was used. The cells
were incubated with 0.01% saponin in PBSA, containing 1% bovine serum albumin for 30
min. After blocking the wells for 30 min with 5% defatted milk (Nestl¢) in PBSA, the cells
were incubated at 37°C for 1 h with serum from a rabbit immunized with saline extract of L.
chagasi promastigotes, and collected 30 days after the infection. The serum employed was
diluted at 1:500 and pre-absorbed with 10% fetal calf serum (FCS) at 22°C for 1 h. After

washing the wells three times with 0.05% Tween 20 in PBSA, peroxidase-conjugated goat
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anti-rabbit IgG (Sigma Chemical Co.), diluted 1:5000 in 5% defatted milk was added and left
at 37°C for | h. The wells were washed three times, and then o-phenylenediamine (0.4mg/ml)
and 0.05% H,0, were added. The solution was then transferred to ELISA microplates. The
reaction was then stopped by adding 1 M HC1 and the plates read at 492 nm in a Titertek

Multiskan ELISA reader.

Statistical analysis
The ECsy values at 95% confidence interval were calculated using a non-linear regression
curve using GhaphPad Prism 4.0 statistical software. All data were tested three times and

repeated tree times.

3. Results and Discussion

Chromatography of A. squamosa extracts led to the isolation of O-methylarmepavine
(1), a benzylisoquinolinic alkaloid (Bhakuni et al, 1979; Bhakuni et al 1972) and a Cs;
trihydroxy adjacent bistetrahydrofuran acetogenin (2) (Fig 1). This acetogenin was firstly
isolated from A. squamosa seeds and showed anthelmintic activity against Haemonchus
contortus, the main nematode in small ruminants from Northeastern Brazil (Souza et al,
2007). The structure of compounds was established mainly by NMR spectral analysis and
comparison with literature data and authentic sample.
Compound 1 was isolated as a brown solid: m.p.: 49.9 - 50.7 °C; IR (KBr) n, 3402, 2935,
1612, 1514, 1460, 1250, 1118, 1068, 1033, 833 cm™'; '"H NMR (CDCls, 500 MHz) 5.83 (H1),
6.58 (H4, s), 2.2-2.4 (H5, m), 3.10 (H6a, d, 7.0 Hz), 3.39 (H6b, t, 7.15 Hz), 4.32 (H7a, m),
2.78 (H8, t, 6.4 Hz), 7.0 (H9/H13, d, 8.4), 6.79 (H10/H12, d, 8.4Hz), 3.48 (OCH3), 3.82

(OCH3), 3.77 (OCH3), 2.64 (N- CH3) and °C NMR 65.05 (C1), 149.45 (C2), 147.49 (C3),
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111.24 (C4), 22.02 (C5), 44.94 (C6), 65.45 (C7a), 40.25 (C8), 114.27 (C9/C13), 131.17
(C10/C12), 159.21 (C11), 122 (C14), 121 (C15), 122 (C16), 55.72 (OCH3), 56.06 (OCH3),

55.86 (OCHs), 40.44 (N- CH3).

Compound 2 was isolated as a viscous oil: IR (KBr) n,. 3418, 2927, 2855, 1748, 1652,
1463, 1319, 1118, 1068, 1028, 953, 877, 756, 666 cm™; '"H NMR (CDCls;, 500 MHz) 2.32
(H3, t 8.1), 1.55 (H4, m), 4.91 (H5, m), 1.55 (H6, m), 1.25 (H7, m), 1.25 (H8-12, m), 1.25
(C13, m) 1.60 (H16, m),4.91 (H15, m), 4.04 (H16, m), 1.99 (H17a, m), 1.60 (H17b,m), 1.98
(H18a, m), 1.65 (H18b, m), 3.93 (H19, m), 3.93 (H20, m), 1.98 (H21a, m), 1.65 (H21b, m),
1,98 (H22a, m), 1,65 (H22b, m), 4.04 (H23, m), 4.91 (H24, m), 1.60 (H25, m), 1.25 (H26-
33, m), 0.87 (H34, t 6.6), 7.02 (H35, s), 5.05 (H36, m), 1.39 (H37, d, 6.8), 2.08, 2.05, 2.03
(CH;C=0) and C NMR (CDCls, 125 MHz) 173.9 (C1), 134.2 (C2), 26.0 (C3), 33.0 (C4),
74.0 (C5), 33.8 (C6), 25.1 (C7), 29.5-29.1 (C8-12), 25.1 (C13), 30.8 (C14), 75.0 (C15), 80.0
(C16), 27.3 (C17), 28.0 (C18), 81.2 (C19), 81.6 (C20), 28.2 (C21), 27.3 (C22), 80.3(C23),
75.2 (C24), 30.8 (C25), 25.2 (C26), 29.5-29.1 (27-31), 31.7 (C32), 22.5 (C33), 14.0 (C34),
148.8 (C35), 77.5 (C36), 19.1 (C37), 21.0, 21.1, 21.2 (CH3C=0). EIMS 70 eV m/z: 481(3),

341 (5), 327 (7), 281 (45), 253 (12), 155 (5), 111 (8), 85 (32), 71 (57), 57 (72), 43 (43).

In the search for new drugs with leishmanicidal activity, A. squamosa extracts were
tested against L. chagasi. In this study, pentamidine was used as standard drug and showed an
ECso value of 1.63 pg/ml. In the promastigote assay, methanolic extract containing
acetogenins and alkaloids from A. squamosa showed an ECsy value of 26.43 pug/ml and
alkaloid fraction from A. squamosa containing mainly O-methylarmepavine showed an ECsg
value of 73.31 pg/ml (Fig. 2). A. muricata metanolic extract showed an ECs value f 54.93

pg/ml (Fig 3) and reduced the parasite burden in 11,11% in 100 pg/ml dose. The standard
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drug used was glucantime, which reduced the parasite burden by 12% at 30 pg/ml and 100%
at 300 pg/ml.

Isoquinoline and benzylisoquinoline analogues are the main leismanicidal alkaloid
types in Annonaceae family. The benzylisoquinolinic alkaloids are widely distributed in
nature and they have been isolated from different plants commonly used in traditional
medicine for the treatment of parasitic diseases. Bisbenzylisoquinolinic alkaloids isolated
from the stem bark of Guatteria boliviana have also been reported to show moderate activity
when tested against promastigotes of L. donovani, L. amazonensis and L. braziliensis (Chan-
Bacab & Pena Rodriguez, 2001).

Berberine, a quaternary isoquinolinic alkaloid has been used in the clinical treatment
of leishmaniasis, malaria and amebiasis for more than 50 years and has shown in vitro and in
vivo response against many species of Leishmania. This alkaloid at concentration of 10 pg/ml,
eliminates effectively L. major parasites in peritoneal mice macrophages (Aniszewski, 2007;
Phillipson et al, 1991). Another isoquinolinic alkaloid, isoguattouregidine isolated from
Guatteria foliosa, when tested against L. donovani and L. amazonensis caused lises of the
parasite cell membrane, being evaluated at a concentration of 100 pg/ml. Anonaine and
liriodenine obtained from roots and trunk bark of A. pinescens showed an ECsy value of 100
pg/mL against promastigotes of L. brasilensis, L. amazonensis and L. donovani (Mahiou et
al., 1994).

More than 160 different types of acetogenins are found in the Annonaceae family.
Grandic et al (2004), using different species of Annonaceae, isolated 12 containing mono and
bis-THF ring which were tested against promastigotes and amastigotes of L. donovani. The
results of the study against promastigotes showed a range between 2.5 and 47.3 pM.
Rollinistatin was the most effective against amastigote with an ECsy 2.5 puM. Some

acetogenins with one THF ring, such as senegalene or two THF rings, such as squamocine,
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asimicine and molvizarine isolated from seeds of A. senegalensis showed an activity against
promastigote of L. major and L. donovani at 25-100 pg/ml. Waechter et al (1998) isolated
nine acetogenins with one and two THF rings from the seeds of A. glauca: The activity
against L. donovni, L. braziliensis and L. amazonensis was evaluated. The mono-THF ring
acetogenins annonacin A and goniothalamicin showed activity against promastigotes with
ECi0 value of 10 and 5 pg/mL, respectively.

The mechanisms of acetogenins are not entirely clear nevertheless it was demonstrated
their potent inhibition of mitochondrial complex I. Acetogenins are inhibitors of NADH
ubiquinone oxidorredutase, which is an essential enzyme in complex I leading to the oxidative
fosforilation in the mitochondria cell (Bermejo et al, 2005; Gonzalez-Coloma et al, 2002;
Takada et al, 2000). Alkaloids are able to alternate with DNA (Braga et al, 2007), and Founet
et al (2000) observed the inhibition of an essential antioxidant Leishmania enzyme,
Trypanathione redutase by bisbenzylisoquinoline alkaloids.

In this study the extracts of A. squamosa leaves and A. muricata seeds showed a ECs
rangeing between 26.43 — 73.31 ug/ml that is relevant when compared with previous reported
studies. However Cj; trihydroxy adjacent bistetrahydrofuran acetogenin and O-

methylarmepavine are promising target molecules for further in vivo studies.
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Fig. 1 - Chemical structure of compounds from A. squamosa leaves present in leishmanicidal

extracts, O-methylarmepavine (1) and bistetrahydrofuran acetogenin (2).
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CONCLUSOES

Acetogeninas com anéis bis-THF e o alcaléide benzilisoquinolinico O-
metilarmepavine foram extraidos das folhas de 4. squamosa e suas estruturas quimica foram
determinadas por andlise espectroscopica. Estes compostos apresentaram atividade contra as
formas promastigotas de L. chagasi.

Acetogeninas extraidas das sementes da A. muricata apresentaram acgdo contra as
formas promastigotas e amastigotas de L. chagasi.

Acetogeninas com anéis bis-THF e alcaldides benzilisoquinolinicos sdo moléculas

promissoras no estudo de plantas com potencial leishmanicida
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PERSPECTIVAS

O estudo mais completo do potencial leishmanicida da Annona squamosa e Annona
muricata através do isolamento dos diversos constituintes de todas as partes destas plantas

para a realizagdo dos testes in vitro e in vivo.

Para futura aplicacdo destes materiais em caes faz-se necessario o estudo pré-clinico

com animais de laboratorio.

Uma completa elucidagdo da atividade leishmanicida dos compostos quimicos sera

possivel com a avaliacdo do seu mecanismo de acdo
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