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REsuMO

Annona impressivenia Safford (Annonaceae) € uma espécie conhecida popularmente
como “graviola-brava”. E uma arvore rara distribuida da Guiana venezuelana & Amazonia
Central. Este trabalho descreve os resultados obtidos a partir do estudo fitoquimico e de
atividade leishmanicida dos extratos da casca e cerne do caule frente as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis € L. guyanensis. Entre as amostras avaliadas, o
extrato diclorometanico e a fracdo diclorometanica neutra da casca e, ainda, a fracéo
cloroférmica alcaloidica do cerne, provenientes de marcha quimica para obtencdo de
alcaloides, apresentaram significante atividade leishmanicida in vitro contra L. guyanensis,
enquanto que o extrato diclorometanico do cerne apresentou atividade contra L.
amazonensis. A analise fitoquimica do extrato diclorometanico da casca revelou a presenca
do alcaléide oxoaporfinico liriodenina, comumente encontrado em espécies da familia
Annonaceae, e o0 alcaldide do tipo pirimidino-g-carbolinico conhecido como
metoxiannomontina. Do extrato diclorometénico do cerne, além do alcaldide liriodenina,
foi isolado o alcaléide do tipo aza-antraquinona cleistofolina. A provavel presenca de
acetogeninas nos extratos hexanicos (casca e cerne) também foi detectada. A identificacdo
das substancias isoladas foi realizada por meio de andlises espectroscopicas (IV, RMN de

'H e de *3C 1D e 2D) e por comparacdes com dados da literatura.

Palavras-chaves:

Annonaceae, Annona impressivenia, atividade leishmanicida, alcaldides.



ABSTRACT

Annona impressivenia Safford (Annonaceae) it is a species known popularly as
"graviola-brava". It is a rare tree distributed of Guyana Venezuelan to the Amazonian Central.
This work describes the results obtained from the phytochemical study and the anti-
leishmanial assay of the extracts of the heartwood and stem bark of this plant against
promastigote forms of Leishmania amazonensis and L. guyanensis. The botanical material
was submitted to conventional analysis to separation of alkaloids. Among the investigated
samples, the dichloromethane extracts and the dichloromethane neutral fraction of the stem
bark and chloroform alkaloid fraction of the heartwood presented significant antileishmanial
activity in vitro against L. guyanensis. Just the dichloromethane extract of the heartwood
presented activity against promastigote form L. amazonensis. The phytochemical analysis of
the dichloromethane extract of the stem bark revealed the presence of the oxoaporphine
alkaloid liriodenine, commonly found in species of the family Annonaceae, and the
pyrimidine-g-carboline-type  alkaloid known as methoxyannomontine. From the
dichloromethane extract of theheartwood, besides the alkaloid liriodenine, the
azaanthraquinone-type alkaloid cleistofoline was isolated. The probable presence of the
acetogenins in the hexane extracts (heartwood and stem bark) it was also detected. The
identification of the isolated substances was accomplished through espectroscopic analyses
(1V, *H and *C NMR 1D and 2D) and by comparisons with data of the literature.

Key words:

Annonaceae, Annona impressivenia, antileishmanial activity, alkaloids.
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1. INTRODUCAO

Escritos antigos citam o0 uso de espécies vegetais em diversas formas de tratamento de
doengas e sintomas. A Biblia documenta e registra a utilizacdo de raizes, cipos, folhas,
sementes e frutos em diferentes funcdes, tanto na alimentacdo quanto na cura de doencas e
ferimentos. Outro registro € o papiro de Ebers, descoberto e publicado por Georg Ebers, que
foi encontrado nas proximidades da casa mortuaria de Ramsés Il, mas pertence a época da
dinastia XVIII. Este papiro enumera cerca de 100 doencas e descreve um grande nimero de
drogas de natureza animal e vegetal (VILELA apud PINTO et al., 2002).

O conhecimento popular sobre plantas vem se acumulando durante séculos,
principalmente sobre as que apresentam fins terapéuticos. Esse conhecimento vem se
perpetuando na histdria da civilizacdo humana, em grande parte, por meio da tradigéo oral,
contribuindo na cura e prevencdo de muitas enfermidades. Nos dias atuais, diversas espécies
ainda séo utilizadas pela populacdo mundial, sendo muitas vezes 0 Unico recurso terapéutico
de muitas comunidades (DI STASI, 1996).

Pesquisadores que estudam espécies vegetais, em sua grande maioria, procuram isolar e
determinar a estrutura de compostos ativos de plantas muito bem conhecidas e com
propriedades terapéuticas indicadas pelo uso popular e, geralmente, incorporadas em diversas
farmacopéias. Dessa forma, o isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal
ocorreu a partir do século XVIII, sendo caracterizado pelos trabalhos de extragéo,

principalmente de acidos organicos e alcaldides (PINTO et al., 2002).



De uma forma geral, uma diversidade de compostos quimicos tem sido obtida de
espécies vegetais. Estes compostos, além de possuirem aplicacdo na producdo de
medicamentos, tém emprego na producdo de alimentos, cosméticos, agroquimicos e,
sobretudo, se constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos
(GUERRA e NODARI, 2004).

A Amaz0nia destaca-se como fonte promissora de novos constituintes quimicos por ser
considerada uma das regides detentoras de maior biodiversidade do planeta, apresentando
uma incrivel variedade de espécies distintas de plantas, animais e microrganismos. Entretanto,
mesmo possuindo um consideravel nimero de espécies vegetais, poucas sao submetidas a
uma investigagdo quimica e menor ainda é a porcentagem referente ao estudo da
potencialidade farmacolégica.

Um grupo de plantas da familia Annonaceae se destaca por sua importancia econdmica,
devido a seus apreciaveis frutos comestiveis. Além disso, muitas espécies desta familia sdo
usadas na medicina popular para varios propdsitos. Particularmente, espécies do género
Annona, Guatteria e Uvaria tém demonstrado atividade antiprotozoério, especialmente contra
parasitas causadores da maléria, doenca de Chagas e leishmaniose (LEBOEUF et al., 1982).

A Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) considera a leishmaniose uma das cinco
doencas tropicais mais disseminadas no planeta. A situacdo é preocupante, visto que
anualmente cerca de 2 milhdes pessoas em todo o mundo sdo infectadas (ROCHA et al.,
2005). Especialmente comum na Amazonia e Nordeste, a doenga ainda néo foi erradicada das
demais regides brasileiras. De acordo com dados da FUNASA, 6rgdo do Ministério da Salde,
uma média de 28 mil novos casos apareceu por ano no Brasil, durante as décadas de 1980 e
1990.

O tratamento inicial desta doenca feito com antimoniais pentavalentes causa sérios

efeitos colaterais, incluindo danos aos rins, coragdo, circulacdo e cérebro. Quando este



tratamento ndo é efetivo, outras medicacdes sdo incluidas dentre elas pentamidina e
anfotericina B, sem, contudo, eliminar estes efeitos. Todas essas medicacOes requerem
administracdo injetavel sob supervisdo médica ou hospitalizacdo durante o tratamento devido
a severidade dos efeitos colaterais (CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Por outro lado, avangos em pesquisas imunoldgicas para producdo de vacinas nao
superaram 0s obstaculos que tornam complexa a obtencdo de um antigeno eficaz. Dessa
forma, existe uma urgéncia de novos agentes terapéuticos mais eficientes e menos toxicos que
combatam a leishmaniose e € neste contexto que a investigacdo de fitoconstituintes se torna
importante.

Um grande nimero de espécies tem sido investigado e varias classes de substancias tém
mostrado atividade leishmanicida, estando entre elas, alcaldides isoquinolinicos, chalconas,
quinonas, terpenos (WRIGHT E PHILLIPSON, 1990), diarilheptandides e isoflavondides
(ARAUJO et al, 1998), neolignanas (BARATA et al., 2000) e &lactonas a, f—insaturadas
(SAEED et al., 2001). Dentre as espécies se destaca a Annona haematantha, pertencente a
familia Annonaceae, de cujo Oleo essencial e extrato hexanico das raizes foi isolada a
substancia R-(-)-Argentilactona (FIGURA 1), a qual revelou significante atividade anti-

leishmania (WAECHTER et al., 1997).
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FIGURA 1. Estrutura da Argentilactona

Mais recentemente, outras espécies do género Annona tais como A. foetida (COSTA et

al., 2006; COSTA et al., 2003), A. sericea (XAVIER et al., 2003) e A. amazonica (XAVIER



et al., 2004) também tiveram resultados promissores quanto a atividade leishmanicida “in
vitro™ de extratos brutos e substancias isoladas.

A potencialidade quimico-farmacoldgica de espécies da familia Annonaceae, referente
a atividade leishmanicida, aliada a caréncia de estudos quimicos sobre o género Annona,
levaram a investigacdo da espécie Annona impressivenia, para a qual ndo sdo registrados

estudos quimicos-bioldgicos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracdes Gerais Sobre a Familia Annonaceae

De acordo com Barroso (1978), a subclasse Magnoliidae subdivide-se em seis ordens:
Magnoliales, Piperales, Aristolochiales, Nymphaeales, Ranunculales e Papaverales. Nesta
subclasse, encontram-se as familias com caracteristicas consideradas as mais primitivas das
Angiospermas, tais como as Magnoliaceae, Winteraceae e Annonaceae, entre outras.

A ordem Magnoliales, uma das maiores das Angiospermas, consiste de 19 familias,
com cerca de 5.600 espécies. No Brasil, é representada pelas familias Annonaceae,
Winteraceae, Magnoliaceae, Cannelaceae, Myristicaceae, Monnimiaceae, Hernandiaceae e
Lauraceae (BARROSO, 1978).

A familia Annonaceae Jussieu compreende aproximadamente 135 géneros, que
englobam 2.500 espécies, com distribuicdo marcadamente tropical e subtropical em todo o

mundo (LOBAO et al, 2005; JOLY, 1993) (FIGURA 2, PAGINA 6).



FIGURA 2. Distribuicdo geogréafica da familia Annonaceae
Fonte: Heywood, 1978

Nos neotropicos esta representada por cerca de 40 géneros e aproximadamente de 900
espécies, com centros de distribuicdo na regido Amazonica e nas Guianas (LOBAO et al,
2005; RIBEIRO et al, 1999). No Brasil, € representada por 29 géneros, sendo sete endémicos,
e com cerca de 260 espécies, tendo presenca marcante nas florestas e no cerrado (LOBAO et
al, 2005; PAULINO NETO e OLIVEIRA, 2006).

Nos trépicos do Velho Mundo, as plantas desta familia sdo escandentes e ocorrem em
matas pouco densas, porém na América tropical sdo arbustivas ou arboéreas e crescem nos
campos ou em lugares abertos. Geralmente apresentam lenho e folhas aromaéticos
(BARROSO, 1978).

Em geral, as espécies desta familia sdo polinizadas por insetos tais como moscas,
abelhas e até mesmo baratas. Porém, a grande maioria, inclusive as cultivadas, é polinizada
exclusivamente por besouros. Este tipo de polinizacdo € conhecido como cantarofilia e é uma
caracteristica considerada primitiva entre as angiospermas (PAULINO NETO e OLIVEIRA,

2006).



A familia Annonaceae é conhecida principalmente por possuir frutos comestiveis, tais
como ata, pinha ou fruta-do-conde (Annona squamosa) (FIGURA 3), graviola (Annona
muricata) (FIGURA 4), biribd (Rollinia mucosa) (FIGURA 5), pindaiba (Duguetia lanceolata)
(FIGURA 6), cherimoOlia (4nnona cherimolia) (FIGURA 7), araticum (nome de muitas espécies
nativas do Brasil), atemdia (hibrido de 4. squamosa e A. cherimolia) (FIGURA 8) e outras

(PAULINO NETO e OLIVEIRA, 2006).

FIGURA 3. Ata FIGURA 4. Graviola FIGURA 5. Biriba

FIGURA 6. Pindaiba FiGUrA 7. Cherimdlia FicuraA 8. Atemdia

Fonte: www.rarefruit.org Fonte: www.provincia.rc.it

Algumas espécies desta familia fornecem madeira propria para carpintaria. Desta

forma, a madeira de Duguetia sessilis € utilizada para construcdo, geralmente como suporte



do telhado das casas, enquanto que a espécie Xylopia sericea fornece madeira para mastros de
pequenas construcdes (LOBAO et al, 2005).

Para o condimento alimentar sdo aproveitados os frutos ou as sementes de diversas
espécies de Xylopia, tais como a X. sericea, cujas sementes substituem a pimenta do reino ou
a pimenta da india; e a X. aromatica, cujos frutos colhidos ndo inteiramente maduros sdo
usados como substituto de pimenta malagueta (LOBAO et al, 2005; GEMTCHUJNICOV,
1976; HOEHNE et al, 1941).

Espécies arborescentes sdo usadas para a ornamentacdo e sombreamento de parques e
jardins como, por exemplo, Xylopia brasiliensis (FIGURA 9) e Cananga odorata (FIGURA 10),

sendo que esta Gltima é utilizada também na producéo de perfumes (HOEHNE et al, 1941).

FIGURA 9. Xylopia brasiliensis FIGURA 10. Cananga odorata

Fonte: www.plantarum.com.br Fonte: www.da-academy.org

Muitas espécies de Annonaceae destacam-se pelo amplo numero de utilidade na
medicina popular. Assim, as sementes reduzidas a pé de Rollinia mucosa sdo usadas contra
enterocolite, enquanto que seu fruto (biribd) é tido como analéptico e antiescorbitico. Os

frutos ainda verdes de Xylopia aromatica s&o conhecidos como vermifugos e tonicos para



estobmago e intestino (PRANCE, 1975). Outras espécies sdo também utilizadas como
antitumoral, parasiticida e antidiarréica (PFIMENTA et al., 2003).

Quanto a investigacdo quimica de plantas desta familia, Leboeuf et al. (1982) fizeram
uma extensiva relagdo dos principais constituintes encontrados. Dentre estes se destacam o0s
alcaldides, principalmente do tipo isoquinolinico (FIGURA 11), o que motivou inicialmente o

interesse por espécies desta familia.
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FIGURA 11. Alcalbide do tipo isoquinolinico simples

Além disso, ainda podem ser encontrados carboidratos, lipideos, aminoéacidos,
proteinas, polifendis, 6leos essenciais, terpenos e compostos aromaticos. Nos Ultimos anos, a
descoberta de acetogeninas de annonéceas, uma classe quimica encontrada somente nesta
familia, tem atraido grande interesse devido a sua crescente lista de atividade bioldgica e

estruturas especiais (CHANG et al., 1999).



2.2 O género Annona Linnaeus

2.2.1 Distribuicdo Geogréfica e Ocorréncia

O género Annona, estabelecido por Carl Linnaeus em 1753, é constituido por cerca de
110 espécies. Elas ocorrem como &rvores, arvoretas, arbustos e lianas e podem ser
encontradas em regides tropicais e subtropicais, particularmente no Sul dos Estados Unidos
(Florida), México, América Central, Oeste da india, Brasil, Coldmbia, Venezuela, Trinidad,
Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Equador, Peru, Bolivia, Paraguai e Chile e na Africa

tropical (apenas 4 espécies) (LOBAO et al., 2005; RAINER, 1995).

2.2.2 Caracteristicas Botanicas

As espécies do género Annona possuem folhas alternadas, curto-pecioladas, elipticas ou
curtas e obtusamente acuminadas e arredondadas no apice. As flores ou inflorescéncias sdo
terminais e podem estar solitarias, geminadas ou em blocos; possuem trés sépalas, livres ou
unidas; seis pétalas, raramente trés, livres ou conatas na base, as externas valvares, as internas
valvares ou imbricadas; numerosos estames, conectivo dilatado em forma de disco, raramente
apiculado ou semi-orbicular; anteras ndo septadas transversalmente, estaminodios ausentes; e,
ainda, numerosos carpelos e um oOvulo basal. O fruto é sincarpico, carnoso, indeiscente;
possuem muitas sementes, sem arilo (LOBAO et al., 2005; MAAS et al., 2001; PIMENTA,

1995).



2.2.3 Importéancia Econdmica e Etnoboténica

Espécies deste género possuem varias aplicacdes na etnobotanica. As raizes de A.
crassiflora e A. glabra, por serem muito leves, sdo utilizadas para confeccao de rolhas e boias.
A madeira de 4. glabra, A. cacans e A. coriaceae, por ser bem flexivel, é usada na fabricagédo
de ripas, caixotes, forros e confeccéo de brinquedos. As espécies A. crassiflora, A. cacans € A.
coriaceae, devido a suas qualidades ornamentais, sdo utilizadas na arborizacdo urbana
(BRAGA, 1960).

Este género possui varias espécies selvagens conhecidas por cabeca-de-negro, pinha, e
outras cultivadas por possuirem frutos apreciaveis, tais como araticum, anona, ata, cherimolia,
marolo, fruta-de-conde, pinha-azeda, graviola e condessa (JOLY, 1993).

Além da importancia econébmica, muitas espécies desse género sdo usadas na medicina
popular para varias enfermidades. Desta forma, os frutos ainda verdes de A. muricata e A.
cherimolia s80 usados como antidiarréicos, enquanto que suas sementes sdo usadas como
inseticida e parasiticida. Além disso, suas folhas sdo sedativas e ansioliticas (BORIES et al,
1991). No Senegal, folhas e cascas do caule de A. senegalensis s&o usadas como
antidiarréicos; enquanto raizes e folhas sdo utilizadas em complicacBes respiratorias
(SAHPAZ et al, 1994). As folhas de A. squamosa, em infusdo, sdo estomacais e, esmagadas,
sdo usadas para dores de cabeca e nevralgias; suas sementes sao inseticidas quando reduzidas

a p6 (BRAGA, 1960).



2.2.4 Principais Constituintes Quimicos e Algumas Atividades Bioldgicas

A familia Annonaceae tem demonstrado ser importante fonte de novos compostos
quimicos devido a diversidade biogenética e estrutural de metabolitos secundarios que podem
ser encontrados em suas espécies. Muitas destas, particularmente as do género Annona, Sao
caracterizadas pela ocorréncia de alcaldides e acetogeninas de anonaceas. Outros compostos
quimicos, tais como os diterpenos, triterpenos, lactonas, flavonodides, e esterdides também
podem ser encontrados com freqiiéncia nas espécies deste género (COSTA, 2004; CAVE et
al., 1987).

Mediante os estudos baseados no uso popular, espécies do género Annona tiveram suas
atividades biologicas comprovadas, atribuidas a suas principais classes de substancias
quimicas tais como alcalGides, acetogeninas de anonaceas e diterpenos. Dentre as atividades
bioldgicas destacam-se as atividades antitumoral, antifingica, antibacteriana, tripanomicida e

leishmanicida (COSTA, 2004).

2.2.4.1 Alcaléides

De acordo com Leboeuf (1982), a familia Annonaceae se destaca pela ocorréncia de
alcaldides do tipo isoquinolinico, tais como os alcaldides isoquinolinicos simples;
benziltetraisoquinolinicos; bisbenzilisoquinolinicos e  bisbenziltetraisoquinolinicos;
protoberberinicos e tetrahidroprotoberberinicos; e aporfinodides, incluindo todos os alcaldides
com 0 nucleo aporfinico verdadeiro e os alcaldides baseados em seu ndcleo, porém com

esqueleto modificado (CAVE et al., 1987).



A diversidade de atividades biologicas atribuidas aos alcaldides é conhecida ha muito
tempo. Na familia Annonaceae, esta diversidade esta relacionada, principalmente, a variedade
estrutural dos alcaléides do tipo aporfinico e seus derivados.

Dentre estes, destacam-se os alcaldides liriodenina (oxoaporfinico) (FIGURA 12) e
anonaina (aporfinico) (FIGURA 13), que sdo 0s mais encontrados nas espéecies do género

Annona, podendo ainda serem considerados marcadores quimiotaxondmicos desta familia

g
o NH

(COSTA, 2004; ACHENBACH e HEMRICH, 1991).

FIGURA 12. Liriodenina FiGURA 13. Anonaina

Pesquisas com o extrato metandlico das folhas de Annona montana revelaram
significante citotoxicidade in vitro contra diferentes tipos de tumores. O fracionamento
biomonitorado deste extrato levou & identificacdo dos alcal6ides annoretina (até entdo, um
novo alcaldide fenantreno) (FIGURA 14), junto com argentinina (FIGURA 15) e liriodenina

(FIGURA 12) como compostos ativos (WU et al., 1993).
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FIGURA 14. Annoretina FIGURA 15. Argentinina



O extrato metandlico das folhas de Annona purpurea apresentou significante efeito
inibitério de agregacdo plaquetdria induzido por varios agentes de agregagdo, cujo
fracionamento mostrou a presenca de alcaldides como substancias bioativas. A elucidagédo
estrutural levou a identificacdo dos alcaldides 7-hidroxi-desidrothalicsimidina (FIGURA 16),
thalicsimidina (FIGURA 17), norpurpureina (FIGURA 18), lirinidina (FIGURA 19) e N-
metilasimilobina (FIGURA 20), os quais foram responsaveis pela atividade biolégica (CHANG

et al., 1998).
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FIGURA 16. 7-hidréxi-desidrothalicsimidina FiIGURA 17. Thalicsimidina
OCH,
CH30.
CH30. HO
CH3O N N
‘ HO SCH;  CH:0 CH;,
CHBO O O

OCHs

FIGURA 18. Norpurpureina FIGURA 19. Lirinidina FIGURA 20. N-metilasimilobina



Da casca do tronco de Annona salzmanii, foram isolados quatro alcaloides: reticulina
(FIGURA 21), anonaina (FIGURA 13, PAGINA 13), laurelliptina (FIGURA 22) e isoboldina
(FIGURA 23). Estes foram submetidos a testes antimicrobianos e somente a anonaina
apresentou atividade antibacteriana, enquanto que todos os quatro alcaldides demonstraram

atividade antifungica (PAULO et al., 1992).
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FIGURA 21. Reticulina FIGURA 22. Laurelliptina FIGURA 23. Isoboldina

A investigacdo fitoquimica da casca de Annona foetida levou ao isolamento e
identificacdo dos alcaldides N-hidréoxiannomontina (FIGURA 24), annomontina (FIGURA 25),
O-metilmoschatolina (FIGURA 26) e liriodenina (FIGURA 12, PAGINA 13). Estes compostos
revelaram significante atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de Leishmania

brasiliensis e L. guyanensis (COSTA et al., 2006).
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FIGURA 24. N-hidroxiannomontina FiGUrA 25. Annomontina  FIGURA 26. O-metilmoschatolina



2.2.4.2 Acetogeninas de Anonéceas

Acetogeninas de anonaceas sdo compostos naturais de origem policetidica que contém
uma cadeia com 35 a 37 atomos de carbono. Sdo usualmente caracterizadas por uma longa
cadeia alifatica ligando um grupo metil terminal a um anel &-lactona a,f-insaturado, e pela
presenca de um a trés anéis tetrahidrofuranicos ao longo da cadeia. Podem possuir ainda
hidroxilas, acetoxilas, cetonas, epdxidos e/ou ligagdes duplas (ALALI et al., 1999;
RUPPRECHT et al., 1990).

Acetogeninas de anonéceas sdo relatadas em diversos artigos como uma classe
exclusiva da familia Annonaceae. Desde a descoberta da uvaricina (FIGURA 27) em 1982,
houve um aumento no interesse por estudos de espécies desta familia, devido a ampla
variedade de atividades bioldgicas, dentre elas estdo as atividades antitumoral, antimalarica,

antimicrobiana, antiprotozoaria e pesticida (ALALI et al., 1999).
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FiGUrA 27. Uvaricina

A uvaricina, isolada do extrato etanolico de Uvaria accuminata (Annonaceae), € 0

primeiro exemplo de uma classe de compostos extremamente bioativos. Desta forma, esta



substancia revelou significante atividade antitumoral in vivo contra células leucémicas em
ratos (JOLAD et al., 1982; RUPPRECHT et al., 1990).

As acetogeninas de anondceas tém sido encontradas, até entdo, em apenas cinco
géneros: Annona, Asimina, Goniothalamus, Rollinia € Uvaria (PIMENTA, 1995), sendo que,
neste aspecto, 0 género Annona é um dos mais estudados.

Sendo assim, Bories et al. (1991) submeteram extratos metanolicos de sementes de
Annona muricata € Annona cherimolia a alguns testes antiparasitarios. As acetogeninas de
anonaceas isoladas desses extratos foram as substancias responsaveis pela importante
atividade sobre a larva infectiva Molinema dessetae. O fracionamento biomonitorado
conduziu ao isolamento e a identificacdo de sete acetogeninas. Da espécie A. cherimolia
foram isoladas duas acetogeninas bis-tetrahidrofuranicas o&-lactonas cherimolina (FIGURA 28)
e desidrocherimolina (FIGURA 29). De A. muricata foram obtidas cinco acetogeninas do tipo
mono-tetrahidrofuranicas o-lactonas: annonacina (FIGURA 30, PAGINA 18), annonacinona
(FIGURA 31, PAGINA 18), murisolina (FIGURA 32, PAGINA 18), corossolina (FIGURA 33, PAGINA

18) e corossolona (FIGURA 34, PAGINA 19).
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FIGURA 34. Corossolona

Particularmente, vérias outras acetogeninas de anonéceas tém sido submetidas a ensaios
anti-leishmania, tanto contra as formas promastigotas quanto as amastigotas, e seus resultados
tem sido promissores (GRANDIC et al., 2004). Outras atividades como citotoxica, vermicida,
abortiva, antimicrobiana, imunossupressora e inibidora de apetite, também foram atribuidas as

acetogeninas de anonaceas (NASCIMENTO et al., 2003).



2.3 A espécie Annona impressivenia Safford ex R. E. Fries, 1931

A espécie Annona impressivenia Saff. ex R. E. Fries (FIGURA 35) é uma arvore baixa e
rara, com ocorréncia em capoeira de terra firme e conhecida popularmente como graviola-
brava. Suas flores tém cor amarelo-queimado e seus frutos sdo pequenos, muricados,
semelhantes aos de A. muricata, porém de tamanho muito menor (SILVA, 1977). Distribui-se
da Guiana venezuelana a Amazonia Central (RIBEIRO et al, 1999).

Esta espécie ndo apresenta registros na literatura de estudos etnofarmacoldgicos,
quimicos e/ou bioldgicos. Entretanto, o potencial quimico-farmacologico da familia
Annonaceae e principalmente do género Annona, referente a atividade leishmanicida,

estimulam o estudo da espécie A. impressivenia.

FIGURA 35. Espécie A. impressivenia: (a) folhas; (b) caule; (c) arvore



2.4 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca tropical considerada um grave problema de salde
publica, infectando aproximadamente 2 milhdes de pessoas anualmente em todo o mundo
(ROCHA et al., 2005), causada por espécies de parasitas protozoarios do género Leishmania.
Os principais reservatorios naturais para esses parasitas tém sido identificados como sendo
animais domeésticos e silvestres, enquanto que os vetores da doenc¢a sdo 0s mosquitos fémeas
do género Phlebotomus (leishmaniose no Velho Mundo) (FIGURA 36) e Lutzomyia
(leishmaniose no Novo Mundo) (CHAN-BACAB et al., 2001), denominados flebotomineos e

conhecidos popularmente como birigui ou mosquito-palha.

FIGURA 36. Mosquito do género Phlebotomus

Fonte: www.infektionsbiologie.ch

O género Leishmania pertence biologicamente a um grupo de parasitas flagelados da
familia Trypanosomatidae, sendo que a maioria das espécies é patogénica. Em humanos, a
Leishmania spp. causa uma variedade de doencas clinicas e suas manifestacfes sdo usadas
como base para classificar a doenca. Desta forma, de acordo com a Organizacdo Mundial de
Salde (OMS), as leishmanioses sdo classificadas em 4 formas clinicas: visceral;

mucocutanea; cutanea difusa ou disseminada; e cutanea ou tegumentar.



A leishmaniose visceral é a forma clinica mais grave da doenca e ataca principalmente
criangas desnutridas, podendo ser fatal quando ndo tratada (BARATA et al, 2000).
Caracteriza-se por seus efeitos em 6rgdos internos, particularmente o figado, baco e medula
Ossea. Ja a leishmaniose mucocutanea resulta na desfiguracdo facial, devido a erosdo em
locais mucocutaneos da boca e do nariz, enquanto que a leishmaniose cutanea difusa ou
disseminada caracteriza-se pela formagdo de nodulos, placas ou carogos multiplos,
especialmente na face e em bragos e pernas. Por outro lado, a leishmaniose cutinea ou
tegumentar é a forma clinica menos severa da doenca, considerada como uma infec¢do
autolimitada.

Os parasitas do género Leishmania existem em duas formas: uma forma extracelular
designada promastigota e uma intracelular conhecida como amastigota. A forma promastigota
(FIGURA 37) € a que infecta tanto 0 homem quanto seus hospedeiros e sdo caracterizados por
um flagelo na parte frontal e vivem no trato digestivo do mosquito transmissor. Ja a forma
amastigota (FIGURA 38) é localizada dentro do macréfago do hospedeiro e possui um flagelo

rudimentar.

FIGURA 37. Forma promastigota Figura 38. Forma amastigota

Fonte: www.ufrgs.br Fonte: www.ufrgs.br



A transmissdo da doenca ocorre quando o flebétomo pica um individuo infectado ou
um hospedeiro reservatdrio e aspira macrofagos parasitados ou amastigotas livres no sangue
ou mesmo em tecidos. As amastigotas, ao atingirem o intestino médio do inseto, se
transformam em promastigotas. Estas formas flageladas, ap6s rapida multiplicacdo, se
convertem nos promastigotas infectantes e migratorios, sendo em seguida regurgitadas ou
introduzidas na pele do préximo hospedeiro quando o inseto novamente se alimenta de sangue

(FIGURA 39).

Estagios no Mosquito Mosquito se alimenta de Estagios em Humanos
sangue: estagio de injecdo de
promastigotas dentro da pele.

e Multiplicacéo de /ﬁ —
promastigotas. %

ﬁTransformagéo de amastigotas
em promastigotas.

e Promastigotas sdo fagocitados
pelos macrofagos.

Promastigotas séo
transformados em amastigotas
dentro dos macro6fagos. &

PR
Tese

e % - Bl ¥
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i amastigotas em
B — \___‘células de A

0O ingestao de células ®g | varios tecidos
parasitadas. B Mosquito se alimenta de
sangue e Ingere macrofagos
A\ = Estagio infectivo infectados com amastigotas.

ﬁ= Estagio diagnosticéavel

FIGURA 39. Ciclo de vida do parasita Leishmania spp.
Fonte: www.dpd.cdc.gov/dpdx



O tratamento das leishmanioses é feito inicialmente com compostos de antimdnio, tais
como o antimoniato de meglumina (Glucantime®) (FIGURA 40) e o estibogliconato de sddio
(Pentostam®) (FIGURA 41) (CROFT e COOMBS, 2003; CHAN-BACAB et al., 2001).
Entretanto, ambos possuem severos efeitos colaterais (BARATA et al., 2000), que incluem
problemas gastrointestinais, cardiotoxicidade e, em alguns casos, insuficiéncia renal e

hepética. Além disso, esses produtos possuem custo alto e requerem longos tratamentos.
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FIGURA 40. Antimoniato de meglumina FIGURA 41. Estibogliconato de sodio

Quando este tratamento ndo é eficaz, outras medicacdes sdo usadas, tais como o
antibidtico polieno anfotericina B (FIGURA 42) e sua formulacdo lipidica Ambisome®, e a
diamina pentamidina (FIGURA 43, PAGINA 25). Entretanto, estes produtos farmacéuticos
possuem também seérios efeitos colaterais, incluindo disfungdo renal em torno de 80% dos

individuos tratados (CHAN-BACAB et al., 2001).

Ficura 42. Anfotericina B



(CHy)s
o~ ~0

FiGURA 43. Pentamidina

Os antimoniais foram primeiramente introduzidos em 1945 e permanecem até hoje
como tratamento efetivos para algumas formas de leishmaniose, porém ¢é exigida
administracdo parenteral por mais de 28 dias. A eficacia variavel para leishmaniose visceral e
cutanea e o surgimento de resisténcia significante séo fatores que limitam a utilidade das
drogas (CROFT e COOMBS, 2003).

Um avanco importante na busca por novos compostos leishmanicidas foi o tratamento
oral efetivo de leishmaniose cutanea e leishmaniose visceral usando miltefosina (FIGURA 44),
um derivado alquilfosfocolinico, desenvolvido originalmente como uma droga anticancer.
Entretanto, este composto também proporciona severos problemas gastrointestinais. Além
disso, ha certa limitacdo no uso de miltefosina devido & teratogenicidade e isso exclui sua

utilizacdo em mulheres gravidas (CROFT e COOMBS, 2003; MELLO et al., 2004).

i
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FIGURA 44. Miltefosina

Apesar desses avangos, a maioria das pessoas de areas endémicas de leishmaniose ainda
procura tratamentos populares para aliviar os sintomas. Isso se deve, principalmente, aos

graves efeitos colaterais de alguns medicamentos ou até mesmo a pouca disponibilidade.



Alguns dos métodos populares consistem em procedimentos de cauterizacdo usando sulfato
de cobre ou aplicacdo de uma fonte quente, tal como agua ou mesmo objetos metéalicos, sobre
a ferida. Apesar de tais métodos serem severos, tem sido demonstrado que amastigotas do
género Leishmania S80 termosensiveis e que aplicando calor em torno de 40°C no local ou
utilizando ultra-som para induzir altas temperaturas, faz com que a cura da Ulcera se acelere,
sendo também tdo eficaz quanto o Glucantime®. Entretanto, essas terapias alternativas
também possuem indesejaveis efeitos colaterais, podendo até agravar as ulceras (CHAN-
BACAB et al., 2001).

Ainda na medicina tradicional, algumas culturas fazem uso de plantas nativas para o
tratamento da leishmaniose. Esse tratamento consiste em administracdo oral de extratos brutos
de plantas frescas para a forma sistémica da doenca e de uso topico dos correspondentes
extratos para o tratamento de infeccBes na pele. Alguns constituintes quimicos como
alcalGides, terpenos e quinonas foram obtidos de varias plantas usadas na medicina popular
para o tratamento de doencas causadas por parasitas protozoarios (CHAN-BACAB et al.,
2001). Como exemplo, da espécie A. haematantha foi isolado a Argentilactona, uma y-lactona
a,f-insaturada, que é o constituinte majoritario do éleo essencial e do extrato hexanico das
raizes, como mencionado anteriormente (PAGINA 3), a qual revelou atividade leishmanicida e
citotoxica contra células leucémicas de camundongos (WAECHTER et al., 1997).

Apesar de uma variedade de compostos com atividade antileishmania estar em vérias
fases de desenvolvimento, a pesquisa por novos compostos ativos de origem natural é ainda
fortemente encorajado. Desta forma, 0 uso de espécies vegetais se torna uma alternativa na
busca por novos agentes terapéuticos, mais eficazes e com baixo custo, e € assim que a

investigacao de fitoconstituintes se torna importante.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

v' Produzir dados cientificos de forma a contribuir para o conhecimento das
potencialidades medicinais de plantas amazénicas, fornecendo subsidios para um
melhor aproveitamento de recursos naturais da Amazonia como fitoterapicos ou

modelo para sintese de farmacos.

3.2 Especificos

v’ Estudo fitoquimico de um espécime da familia Annonaceae do género Annona de

ocorréncia no Estado do Amazonas;

v' Determinar as estruturas moleculares dos metabolitos isolados através de métodos

cromatograficos e espectrométricos;

v" Realizar testes bioldgicos antileishmania nos extratos e nos fitoconstituintes isolados.



6. CONSIDERACOES FINAIS

= O estudo fitoquimico do caule (casca e cerne) da espécie Annona impressivenia, a
partir do extrato diclorometénico, forneceu os alcaldides: oxoaporfinico liriodenina,
pirimidino-f-carbolinico metoxiannomontina e aza-antraquinonico cleistofolina. Suas
estruturas moleculares foram determinadas por métodos espectrométricos avangados (IV/FT,

RMN 1D e 2D) e comparag6es com dados da literatura.

= A provavel presenca de acetogeninas pdde ser detectada em extratos brutos

hidrometandlicos, tanto da casca quanto do cerne, por meio de CCD e absorcdes no 1V.

= Foram realizados testes antileishmania nos extratos brutos contra as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e L. guyanensis. Os extratos EDCA, FDNCA,
EDCE, FDNCE e FALCE 2 se mostraram ativos na concentragdo de 320 ug/mL contra L.
amazonensis; 0S extratos EDCA, FDNCA e FALCE 2 foram ativos contra L. guyanensis. A
concentracdo inibitoria foi obtida na faixa de concentracdo de 160 a 0,075 pg/mL, com
valores de 1Cs0/24 h iguais a 11,7 + 5,2 ug/mL (EDCE) para L. amazonensis; e 12,1 £ 5,8
ug/mL (EDCA), 129 + 55 ug/mL (FDNCA) e 12,9 + 6,1 pg/mL (FALCE 2) para L.

guyanensis.



» Os estudos quimico e bioldgico desta espécie sdo inéditos e seus resultados
incentivam a continuagdo da pesquisa fitoquimica, a fim de se obter compostos dos demais
extratos brutos e realizar testes antileishmania com as substancias isoladas, com vistas a obter

em pesquisas posteriores, agentes bioativos contra leishmaniose.
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