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RESUMO

A Leishmaniose € uma doenca parasitaria negligenciada considerada um problema de saude e
esta atrelada a fatores socioecondmicos que atingem as pessoas que vivem principalmente nos
paises em desenvolvimento. Estima-se que ocorra anualmente 700 000 a 1 milhdo de novos
casos e 20.000 a 30.000 mortes relacionadas a leishmaniose. Além disso, os farmacos
existentes para o tratamento dessa doenga como a Glucantime e o Pentostam (este ultimo
proibido no Brasil), sdo considerados insatisfatorios por apresentarem varios efeitos colaterais
e ineficacia no tratamento dependendo do estdgio do parasito. Diante da atuacdo limitada
desses farmacos, faz-se necessaria a busca de novos quimioterapicos para o tratamento da
leishmaniose. Nesse contexto, neste trabalho foram isolados dois compostos da classe das
neolignanas, o metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II) a partir das folhas da
espécie vegetal Nectandra leucantha, cuja acdo antileishmania frente a formas promastigotas
e amastigotas de Leishmania (L.) infantum foi avaliada in vitro. Estes compostos foram
isolados através de técnicas cromatograficas e identificados através de ressonancia magnética
nuclear (RMN). Os ensaios biologicos indicaram atividade do composto I, com valor de CEso
de 57,9 uM, para as formas amastigotas do parasita, sendo que o composto II se mostrou
inativo Assim, os resultados obtidos permitem inferir que o composto | pode ser utilizado
como protétipo molecular para o desenvolvimento de novas e mais ativas substancias a partir

de modificagOes estruturais nesse metabdlito.

Palavras-Chave: Leishmaniose, lignéides, Nectandra leucantha, Leishmania infantum,

quimioterapico.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected parasitic disease considered a health problem linked to socioeco-
nomic factors, affecting people mainly in from the developing countries. Every year, there are
about 700,000 to 1 million new cases, of which 20,000 to 30,000 leishmaniasis related lead to
deaths occur every year. In addition, existing drugs for treatment of this disease, such as Glu-
cantime and Pentostam (this last banned in Brazil), are considered unsatisfactory because for
presenting several side effects and inefficacy in the treatment, depending on the stage of the
parasite. Due to limited performance of these drugs, searching for new chemotherapeutics to
treat leishmaniasis is necessary. In this context, this work was isolate the compounds of the
neolignans class, methyldesidrodieugenol B (1) dehydrodieugenol B (I1) from leaves of the
plant species Nectandra leucantha for in vitro evaluation of antileishmania activity against
Leishmania (L). infantum. These compounds were isolated by the extraction and chromato-
graphic techniques and identified by nuclear magnetic resonance (RMN). Bioassay indicated
activity of compound I, with ECsg value of 57.9 uM, for parasite amastigote forms, and com-
pound Il showed no activity for any tested parasite forms parasite (amastigotes and pro-
mastigotes). Thereby the obtained results allow to infer that the compound | can be used to
molecular prototype for the development of new and more active substances from structural

modifications in this metabolite.

Keywords; chemotherapeutic ,Leishmaniasis, lignoids, Nectandra leucantha, Leishmania

infantum
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1.INTRODUCAO

1.3 Produtos Naturais

Produtos naturais sdo utilizados desde cerca 1550 a.C como descrito no Papiro de
Ebers, pergaminho egipcio que possui cerca de 700 receitas sobre como tratar diversos
problemas de satde através de drogas de natureza animal, vegetal ou mineral
(ENCYCLOPAEDIA, 2009; ARGENTA et al., 2011). Outro registro do uso de produtos
naturais sao os escritos de Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, que datam da
Grécia Antiga, chamado Natura medicatrix. Ja as culturas americanas, como Inca, Asteca,
Maya, Olmeca e Tolteca utilizavam a quina, a ipecacuanha, a coca e muitas outras drogas de
origem vegetal com valor terapéutico que continuam a ser utilizadas até os dias atuais
(ARGENTA et al., 2011).

Apesar do uso dos produtos naturais ser de longa data, foi somente no século XIX que
0s primeiros compostos responsaveis por atividades biologicas conhecidas foram isolados e
identificados. Dentre estes compostos estdo alguns alcaldides como a morfina extraida da
Papaver somniferum, a estricnina extraida da Strychnos nux 9ratis e a quinina extraida da

casca de Cinchona pubescens (figura 1) (SAXENA et al., 2011).

Figura 1. Exemplos de alcalo6ides

HO

O//
2
’f

HON

morfina quinina estriquinina

Fonte: autoria propria

Recentemente, a descoberta do composto responsavel pela atividade antimalérica,
isolado da Artemisia annua e denominada artemisinina (figura 2), resultou no prémio Nobel

para a pesquisadora Youyou Tu no ano de 2015 (SU & MILLER, 2015).



Figura 2. Estrutura da Artemisinina.

Fonte: autoria propria

Dessa forma, ¢ inegédvel, a importancia dos produtos naturais como fonte promissora
de compostos quimiofarmacologico especialmente no que tange a atividade antiparasitaria,
tais como a esquistossomose, Doenga de Chagas e leishmaniose, responsaveis por altas taxas
de morbidade ¢ mortalidade principalmente em paises em desenvolvimento, sendo

consideradas doencas tropicais negligenciadas (WHO,2018).

1.2 Leishmaniose

A Leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria causada por protozodrios do género
Leishmania. Existem mais de 20 espécies desse parasita (por exemplo: L. amazonensis, L.
braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. donovani e L. infantum) e sua transmissao
ocorre através da picada da fémea dos hematdfagos pertencentes aos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia Estima-se que ocorram, anualmente, 700 000 a 1 milhdo de novos casos e 20.000 a
30.000 mortes relacionadas a leishmaniose (RATH et al., 2003; WHO, 2018).

O ciclo da Leishmania spp nos vertebrados (figura 3), se inicia com a fémea do
flebotomineo, também conhecida como mosquito palha (inseto pequeno, de cor amarelada
que pertence ao mesmo grupo das moscas, mosquitos, borrachudos e maruins) infectada com
o parasita. Durante o repasto sanguineo, a fémea transmite a Leishmania spp na forma de
promastigotas ao vertebrado através do local da picada (1). Estas formas entdo sdo
interiorizadas por macrofagos teciduais (2) e outros tipos de células mononucleares

fagociticas e transformam-se em amastigotas (3). Dentro do macrofago também iniciam o
10



processo de multiplicacdo através de simples divisdo celular que ocasiona a lise da célula e
liberagdo dos parasitas (4). Os macrdéfagos parasitados com as formas amastigotas sao
ingeridos pela fémea do flebotomineo durante o repasto sanguineo, estes macroéfagos entdo
sao rompidos dentro do estomago do inseto (5 e 6). As amastigotas através de divisdao binaria
se modificam em promastigotas (7) e migram para o intestino da fémea do mosquito palha

que continuam se multiplicando (8) (CDC, 2013).
Figura 3. Ciclo de vida Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention — CDC (2013)

A epidemiologia da Leishmaniose depende das caracteristicas das espécies de
parasitas, das caracteristicas ecologicas e dos locais de transmissao e pode se manifestar de
trés diferentes formas (WHO, 2018):

Leishmaniose visceral: caracterizada por crises irregulares de febre, perda de peso,

aumento do baco e do figado e anemia e sem tratamento ¢ fatal em mais de 95% dos casos;
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Leishmaniose cutianea: forma mais comum de leishmaniose, causa lesdes cutdneas
principalmente ulceras, em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes e incapacidades
graves em toda a vida;

Leishmaniose mucocutanea: ocasiona na destruicdo parcial ou total das membranas
mucosas do nariz, boca e garganta.

O tratamento das leishmanioses ocorre através de farmacos antimoniais pentavalentes,
como por exemplo o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e estibogluconato de sédio
(Pentostam®), figura 4, ambos farmacos de primeira escolha sendo o Pentostam nao utilizado

no Brasil (CARVALHO et al., 2015).

Figura 4. Estruturas dos farmacos de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose.
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Fonte: Carvalho et al. (2015).

O tratamento também ocorre através de farmacos de segunda escolha (figura 5) como
¢ o caso da paromomicina, anfotericina B, a miltefosina, e a pentamidina. Nesse ponto ¢
importante salientar que tais compostos se constituem em farmacos reposicionados para o
tratamento das leishmanioses, visto que, a anfotericina B foi inicialmente utilizada no
tratamento de cancer enquanto que a paramomicina utilizada como antibidtico (GRECCO,

2015; SUNDAR& SINGH, 2018).
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Figura 5. Farmacos de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose.
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Fonte: autoria propria

Apesar da existéncia de medicamentos para o tratamento das leishmanioses os efeitos
colaterais causados por estes fairmacos muitas vezes fazem com que o tratamento seja
interrompido. Por exemplo, apesar do antimoniato de metilglucamina ser rapidamente
absorvido pelo organismo, praticamente 90% do antimdnio ¢ excretado nas primeiras 48 horas
pelos rins, isso faz com que seja necessaria a administracao de doses elevadas do farmaco em
regime continuo e isto ocasiona efeitos colaterais como nefrites, distarbios cardiovasculares,
gastrointestinais e respiratorios. Ja os antimoniais pentavalentes, além de destruir o parasita
acabam por levar o paciente, muitas vezes, ao Obito. Em outros casos, quando o paciente
consegue chegar ao final do tratamento o antimoénio ainda pode ser detectado no cabelo do
paciente apds um ano do término do tratamento (RATH et al., 2003; GRECCO, 2015).

Diante desses diversos efeitos colaterais € necessario o desenvolvimento de farmacos
mais eficientes na eliminacdo do parasita e menos toxicos ao paciente. Segundo o Ministério
do Meio Ambiente, o Brasil tem a maior biodiversidade do planeta e consequentemente uma
grande quimiodiversidade. Tal perfil favorece a pesquisa de novos farmacos a partir desta
diversidade oferecida pelos produtos naturais € o torna de grande importancia na busca de

tratamentos para a leishmaniose (MMA,2018).Dentre as familias de grande potencial
13



quimiofarmacoldgico existentes na flora brasileira, destaca-se a Lauraceae na qual a espécie

selecionada para o desenvolvimento deste trabalho, Nectandra leucantha, pertence.

1.3 Familia Lauraceae

A familia Lauraceae ¢ um dos maiores grupos das Angiospermas sendo encontrada nas
florestas tropicais e subtropicais do sudeste da Asia, América central e América do Sul. No
Brasil existem cerca de 68 géneros (ex. Licaria, Mezilaurus, Nectandra, Ocotea, Persea) e
2900 espécies (COSTA-SILVA et al., 2015).

Essa familia ¢ importante economicamente devido ao seu uso na culinaria, fabricagao
de papel, carpintaria, construgdo e industria quimica, como por exemplo o uso culinario do
fruto da Persea gratissima L. conhecido popularmente como abacate. Adicionalmente
algumas espécies desta familia sdo utilizadas na medicina popular como o uso das folhas da
Ocotea aciphylla (Nees) Mez como tonico e estomaquico, enquanto que a casca ¢ utilizada
como anti-reumatica. Além desta, as folhas de Nectandra salicifolia que possui atividade

antirreumatica, digestiva e diurética (MARQUEZ et al, 2001).

1.3.1 Género Nectandra

O género Nectandra, ¢ formado por cerca de 120 espécies, sdo utilizadas
popularmente devido a atividades biologicas especialmente como digestiva, diurética e
antirreumatica. Algumas destas atividades comprovadas cientificamente como é o caso da
Nectandra salicifolia (Kunth) Nees em que estudos do extrato alcodlico demonstraram,
atividade antimaldrica, antifiingica e como relaxante muscular e da Nectanda pichurim
(Kunth) Mez que apresentou propriedades contra colicas e problemas gastricos (FERRAZ,
2015).

Fitoquimicamente o género Nectandra foi descrita ocorréncia de diversas substancias
como por exemplo, derivados fendlicos, diterpenos, esteroides, alcaldides, lignanas e
neolignanas (GRECCO et al., 2016).

Segundo a IUPAC lignanas sdo compostos formados por duas wunidade
fenilpropanoide, CsC3, que se ligam através dos carbonos B—f’ (carbono 8-8’) da cadeia
lateral (Figura 6). Caso as duas unidades de C¢Cs se liguem através de outra posicao diferente

dos carbonos B—f’ esta entdo ¢ classificada como neolignana (MOSS, 2000).
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Figura 6. Estruturas de lignanas e neolignanas.

Lignana Neolignana

Fonte: autoria propria

Outra definicao de lignanas e neolignanas, que ¢ a adotada neste trabalho, foi proposta
por Otto R. Gottlieb em 1978, e est4 relacionada com seu precursor biossintético. Dessa
forma, lignanas sdo definidas como substancias diméricas formadas através do precursor
alcool coniferilico enquanto que as neolignanas sdo dimeros formados a partir dos precursores

alil/propenilfenois, representados na figura 7, (GRECCO et al., 2016).

Figura 7. Precursores biossintéticos alcool coniferilico e alil/ propenilfendis
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Fonte: autoria propria

As lignanas sdao importantes para o funcionamento das plantas e demonstram
beneficios para a saude humana. No vegetal impedem a invasdo e proliferacdo de fungos ou
bactérias enquanto que no ser humano tem-se indicios de que reduzam a incidéncia de cancer
de préstata e de mama (SOUZA et al., 2012). Nos trabalhos anteriores do nosso grupo de

pesquisa foram isoladas importantes neolignanas da  Nectandra  leucantha
15



metildesidrodieugenol B e desidrodieugenol B (figura 8).

Figura 8. Neolignanas isoladas das folhas da Nectandra leucantha
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Fonte: autoria propria

Essas neolignanas apresentaram atividades citotdéxica (melanoma), bem como
atividade antichagasica (GRECCO et al., 2017; SOUSA et al., 2017), tornando-se de grande
interesse em estudos quimiofarmacologicos. Frente a esses resultados, tais compostos devem
ser investigados no que tange outras atividades bioldgicas, como por exemplo, a atividade

antileishmania.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar as neolignanas metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B
(I) dos extratos das folhas de Nectandra leucantha, para avaliacdo da atividade

antileishmania in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato metandlico a partir das folhas da Nectandra leucantha, seguido de ob-
tencdo da fase de partigdo em hexano;

e Isolar os compostos metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II) através de
técnicas cromatograficas.

e Identificar as estruturas quimicas dos compostos isolados através de ressonancia mag-
nética.

e Realizar ensaio de atividade bioldgica dos compostos frente as formas amastigotas e

promastigotas de Leishmania (L) infantum).

3. MATERIAIS

3.1 Equipamentos

A eliminacao dos solventes dos extratos e fragdes foi realizada em evaporador rotativo
da marca Biichi modelo R-215 munido de controlador de vacuo modelo V-850 e bomba de
diafragma modelo V-710.

As revelagdes das placas de silica nos ensaios de Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC) foram realizadas em camara escura da marca Sppencer com
transluminador UV em comprimentos de onda de 254 ¢ 365 nm.

Os resultados de ressonancia magnética nuclear (RMN), foram registrados em
espectrometro Bruker Ultrashield 300 Avance III operando a 300 e 75 MHz para os nicleos

de 'H e de '*C respectivamente.
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3.2 Materiais

3.2.1 Solventes

Foram utilizados os seguintes solventes de pureza analitica; hexano, metanol, acetato
de etila, diclorometano para os processos de extragdo, purificacdo. Para o processo de
identificacdo dos compostos através da RMN foi utilizado cloroférmio deuterado (CDCl3)

com TMS (Tetrametilsilano) como padrao interno.

3.2.2 Materiais cromatograficos

Para a coluna cromatografica (CC) gravitacional foi utilizada silica gel 60 (particulas
de 63-210 um — Merck). Na cromatografia em camada delgada analitica e CCDC comparativa
(CCDC) foram utilizadas cromatofolhas comerciais de silica gel 60, em suporte de aluminio -
ALUGRAM® RP-2, com indicador fluoresceina (F254), dimensdes de 20%20 cm, 0,10 mm

da marca Macherey-Nagel.

3.2.3 Material Vegetal

As folhas de N. leucantha foram coletados com o auxilio do botanico Euder G. A.
Martins (CEPEMA-USP) no dia 29 de mar¢o de 2014. O espécime de estudo estd localizado
no Parque Ecoldgico do Perequé na cidade de Cubatao/SP. Todo o material coletado foi
fotografado e imediatamente prensado no campo, recebendo o niimero do coletor EM 357.
Uma exsicata foi depositada na colecdo do Herbario SPF do Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sao Paulo.

4. PROCEDIMENTOS

4.1 Obtencao dos extratos e fases de particio.

Aproximadamente 2,54 kg de folhas de N. leucantha apds serem secadas a
temperatura ambiente e moidas, foram submetidas a extra¢do a frio com hexano (10 x 100
mL) obtendo-se 7,9 g de extrato hexanico e a torta apds rotoevaporacdo. A torta obtida foi
submetida a extragcdo com metanol (10 x 100 mL) resultando em 65,8 g de extrato metandlico
apds rotoevaporacao. O extrato metanolico foi ressuspendido em MeOH:H>O (1:2 v/v) e
submetido a particdo liquido-liquido com hexano, (figura 10). Apds evaporacdo do solvente

foram obtidos 19,7 g de fase hexanica do extrato metanolico. O processo de obteng¢do dos
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extratos e fases de particdo esta exemplificado no fluxograma abaixo (figura 9).

Figura 9. Obtencdo e particao do extrato metanolico

Folhas secas de

Nectandra leucantha
2,54 kg

Eixtrato hexénicﬂ ( Torta }

7.9¢ L

Adicao de MeOH

Extrato Metanolico
65,8¢g

Suspensio MeOH: H:0 (1:2 v/v) e
adicao de hexano

Fase hexanica
19,7¢

[Fase Hidroalcoc’)lica}

[ Descartada ]

Fonte: Propria autora

4.2 Fracionamento cromatografico.

Parte da fase hexanica do extrato metanolico (aproximadamente 5,0 g) foi submetida a
separacdo por silica gel (250 g) utilizando-se como fase movel gradiente de solventes
iniciando com hexano: acetato de etila na propor¢ao de 9:1 até 1:9 seguida de metanol puro.
Essa separagdo forneceu 135 fragcdes que foram, em seguida, levadas ao rotaevaporador para
eliminagdo do solvente.

O perfil das fracdes foi analisado através de cromatografia em camada delgada
comparativa (sistema de solvente hexano: acetato de etila 7:3, determinados anteriormente
através de cromatografia de camada delgada analitica) e agrupados por similaridade em 16
grupos, apos revelacdo sob luz UV (Tabela 1). Estes grupos foram identificados com a sigla

NLFH (Nectandra leucantha fase hexanica).
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Tabela 1 — Grupos de fracdes, fracdes e massas de material obtido apoés fracionamento do extrato
hexanico de N. leucantha.

Grupos Fragoes Massa (mg)
NLFH 1 la3 204,7
NLFH 2 4a6 170,8
NLFH 3 7a9 193,1
NLFH 4 10a 12 889,5
NLFH 5 13al6 47,5
NLFH 6 17a23 2429
NLFH 7 24 a 42 1528,7
NLFH 8 43 a59 199,2
NLFH 9 60 a 69 129,7
NLFH 10 70 a 89 236,4
NLFH 11 90 a 9% 101,5
NLFH 12 95 148,7
NLFH 13 96 a 98 102,6
NLFH 14 99al3 158,5
NLFH 15 114 a 132 4438
NLFH 16 133 a 135 96,6

A analise de RMN de 'H foi realizada para todos os grupos de fracionamento a fim de
se determinar em qual grupo estavam presentes os compostos I e II. Assim, foi possivel
verificar que os grupos NLFH4 (889,5 mg) e NLFH7 (1528,7 mg) eram constituidos pelas

neolignanas I e I, respectivamente.
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4.3 Ensaio Bioldgico

Os ensaios biologicos foram realizados no Centro de Parasitologia e Micologia do

Instituto Adolfo Lutz em colaboragdo com o pesquisador Dr. André G. Tempone.

5.3.1 Parasitas

Promastigotas isoladas de Leishmania (L.) infantum (MHOM / BR / 1972 / LD),
parasita causador da Leishmaniose visceral, foram mantidas em meio M-199 suplementado
com 10% de soro de bezerro e 0,25% de hemina a 24°C. L. (L.) infantum (MHOM / BR / 1972
/ LD) foram mantidos em hamsters (Mesocricetus auratus). Os amastigotas foram colhidos

dos bacos de hamsters infectados por centrifugacao diferencial (STAUBER et al.,1958).

5.3.2 Células de mamiferos

Macrofagos peritoneais foram coletados das cavidades peritoneais de fémeas de
camundongos BALB/c, através de lavagem com meio RPMI-1640, sem indicador de pH
(vermelho de fenol), suplementado com 10% de soro fetal bovino. Células de macaco Rhesus
(LLC-MK2) foram mantidas em meio RPMI-1640, sem vermelho de fenol e suplementadas
com 10% de soro bovino fetal a 37°C em incubadora umidificada com CO2 a 5%.Células
murinas conjuntivas (clone NCTC L-929, ATCC) e LLC-MK2 foram mantidas em RPMI-
1640 suplementado com 10% de FBS a 37 © C em atmosfera umidificada contendo 5% de

CO, (CORREA et al., 2011).

4.3.3 Determinagao do potencial frente a L. (L.) infantum - promastigotas

Para determinar o potencial de concentracdo efetiva de 50% (valor CEsg) contra
promastigotas de L. (L.) infantum, os compostos I e II foram dissolvidos em metanol,
posteriormente diluidos com M-199 e adicionados em pocos com promastigotas em
quantidades de 1x10° promastigotas/pogo, em placas com 96 pocos. A dilui¢do dos compostos
foi realizada de maneira seriada, com concentracdo inicial de 200 pg /mL. Como controle
foram utilizados a miltefosina (1,5 pg /mL), farmaco padrido para o tratamento da
Leishmaniose, e metanol, sendo a analise realizada em duplicata.

A placa foi incubada por 24 horas a 24°C e a viabilidade de promastigotas foi
determinada através de suas atividades mitocondriais, utilizando ensaio colorimétrico com

MTT — brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11-2,5-difeniltetraz6lio) (TADA et al.,1986)
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4.3.4 Determinacdo da atividade frente L. (L.) infantum - amastigotas intracelulares

Para determinar a concentragdo efetiva de 50% (valor CEsg), peritoneais de
camundongos foram coletados da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, esses
macréfagos foram semeados a 1 x 10°/ poco por 24h em uma lamina de 16 pogos (Nunc -
Thermo) . Os amastigotas em uma propor¢ao de 1:10 de macréfagos para amastigotas por 24h
a 37°C. Os compostos testados foram incubados com macrdéfagos infectados durante 96 h. A
miltefosina também foi usada como padrao de controle. Posteriormente, as células foram
fixadas com metanol, coradas com Giemsa e observadas em microscopio optico.

A carga parasitaria foi determinada através da razdo entre quantidade de macrdofagos
infectados ¢ o nimero médio de amastigotas por macréfago (calculado a cada 500
macrofagos) indice parasitario (IP) . Os compostos I e II foram testados com concentragdes
maximas de 100 pg / mL para os compostos I - II e 240 pg / mL para miltefosina. Cada ponto

foi testado em duplicata (YARDLEY, 2010).

4.3.5 Determinacao da citotoxicidade contra células de mamiferos

Para determinar a concentragdo citotoxica de 50% (CC50), as células NCTC-clone 929
(6 x 10* células / pogo) foram semeadas a 4 x 10* células por pogo em microplacas de 96
pocos e incubadas com as neolignanas isoladas por 48h a 37°C em 5 % em incubadora de
COas. O indice de seletividade (IE) foi determinado usando a seguinte relagdo: CC50 contra
macrofagos / CE50 contra amastigotas. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio

MTT como descrito anteriormente (TADA et al., 1986).

4.3.6 Analise estatistica

Os dados obtidos representam a média e o desvio padrdo de amostras duplicadas de
dois ensaios independentes. Os valores de CE50 foram calculados usando curvas sigmoide
dose-resposta no software GraphPad Prism 5.0, e os intervalos de confianca de 95% estao
indicados entre parénteses na Tabela 4. O teste de Mann — Whitney foi utilizado para teste de

significancia (valor de P).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacido estrutural dos compostos I e II.

O espectro de RMN de 'H ('8, 300 MHz, CDCls) para o composto I (Anexo, Espectro
1 - pagina 31) apresentou dois dupletos em 61 6,47 (J = 1,7 Hz; H-2) € 6,26 (com J = 1,7 Hz;
H-6) referentes a hidrogénios em anel aromatico tetrassubstituido e sinais em on 6,68 (dd, J =
8,1 ¢ 2,2 Hz; H-6°), éu 6,79 (d, J = 2,2 Hz; H-2")e ou 6,81 (d,J = 8,0 Hz; H-5") referentes a
hidrogénio de anel aromatico trissubstituido. Além disso foram observados dois dupletos em
ou3,22 (J=6,6 Hz; H-7) e em 613,36 (J = 6,7 Hz; H-7") e dois multipletos em 6n 5,00 e ou
5,80 referentes aos hidrogénios H-9, H-9’, H-8 e H-8 da cadeia alilica. Foram também
observados dois simpletos referente a trés grupos metoxilicos em 6y em 3,82 (5-OMe) e em
on 3,86 (4-OMe e 3°OMe).

O espectro de RMN de '*C (' §, 75 MHz, CDCl3) do composto I (Anexo, Espectro 4,
pagina 34) apresentou sinais em . 56,1 (C-3> OMe), dc 56,2 (C-5 OMe) e 61,1 (C-4 OMe)
referentes as trés metoxilas, além de sinais em & 138,2 (C-4), 6. 150,7 (C-5) e 153,6 (C-3)
atribuidos aos carbonos aromaticos ligados as mesmas. Além destes, foram observados outros
nove sinais relativos aos carbonos aromaticos, sendo cinco ligados a hidrogénios 6c 111,6 (C-
6), oc 107,9 (C-2), 6c 113,3 (C-2’), oc 120,9 (C-6’) e 6c 119,6 (C-5’), dois ligados ao
grupamento alilico em oc 135,7 (C-1) e 136,2 (C-1’) e dois ligados a oxigénio em o, 144,3
(C-3) e 150,7 (C-4’).Foram também observados seis sinais referentes aos grupamentos
alilicos em dc¢ 40,1 e 40,2 referentes a dois carbonos metilénicos (C-7 e C-7’), em d. 116,0 e
116,04 (C-9 e C-9’) relativos a dois carbonos metilénicos olefinicos terminais, além de sinais
relativos a dois carbonos sp’ em & 137,5 e 137,2 (C-8 e C-8°).

Desta forma, a compara¢do dos dados espectrais obtidos com aqueles descritos na
literatura (COSTA-SILVA et al., 2015), tabela 2, permitiram inferir a estrutura molecular de [

como sendo do metildesidrodieugenol B (figura 10).
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Figura 10. Estrutura do composto L.

Metildesidrodieugenol B

Fonte: Propria autora

O RMN de 'H do composto II (Anexo, Espectro 5, pagina 36), mostrou sinais muito
similares aqueles observados no espectro do composto I, sendo a diferenca principal a
auséncia do sinal da metoxila em on 3,82. Desta forma, sugere-se que o composto Il apresenta
duas metoxilas na estrutura molecular, como pode ser confirmado pela andlise das integrais
dos sinais em on 3,89 e dn 3,86 correspondendo a trés hidrogénios cada. Comparando-se os
sinais no espectro de '*C do composto II (Anexo, Espectro 8, pagina 38) pode-se verificar que
0os sinais s3o muito similares entre si, sendo a diferenga o sinal em
8¢ 61,1 referente a grupo metoxilico impedido estericamente presente no espectro de *C do
composto [ e ausente no espectro do composto II. Desta forma, a estrutura de II foi definida
como sendo a do desidrodieugenol B (figura 11), apds comparacdo com dados descritos na

literatura (tabela 3).

Figura 11. Estrutura do composto II.

Desidrodieugenol B

Fonte: Propria autora
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Tabela 2 — Deslocamentos quimicos e constante de acoplamentos de RMN de 'H e 13C do
metildesidrodieugenol B (composto I) em 300 MHz e 75 MHz respectivamente.

Posicao o o O O
literatura Composto I (mult.; J /Hz) (mult.; J /Hz)
literatura Composto I
1 131,0 135,7 -
2 107,3 107,9 6,49 (d; 1,8) 6,47 (d; 1,7)
3 144.,4 1443 -
4 135,2 138,2 -
5 147,8 150,7 -
6 111,8 111,6 6,40 (d; 1,8) 6,26(d; 1,7)
7 40,0 40,1 3,24 (d; 6,6) 3,22 (d; 6,6)
8 137,2 137,5 5,92 (m) 5,80 (m)
9 115,7 116,0 5,06 (m) 5,00 (m)
I 136,4 136,2 -
2’ 112,9 113,3 6,79 (d; 2,0) 6,79 (d, 2,2)
3’ 150,4 153,7 - -
4 1442 150,7 - -
5’ 119,5 119,6 6,89 (d;8,1) 6,81 (d; 8,0)
6’ 120,8 120,9 6,70 (dd, 8,1 €2,0) 6,67 (dd; 8,0 ¢2,2)
7 39,9 40,2 3,36 (d; 6,6) 3,35 (d; 6,6)
& 137,4 137,2 5,92 (m) 5,80 (m)
9 116,0 116,0 5,06 (m) 5,00 (m)
4-OMe 61,0 61,1 3,87 (s) 3,86 (s)
5-OMe 56,2 56,1 3,89 (s) 3,82 (s)
3’-OMe 55,9 56,1 3,86 (s) 3,86 (s)
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Tabela 3 — Deslocamentos quimicos e constante de acoplamentos de RMN de 'H e 13C do

desidrodieugenol B (composto II) em 300 MHz e 75 MHz respectivamente.

Posicdo o o O o
literatura Composto 11 (mult.; J /Hz) (mult.; J /Hz)
literatura Composto II
1 131,0 131,2 -
2 107,3 107,4 6,49 (d; 1,8) 6,49 (d; 1,7)
3 144,4 144,5 -
4 135,2 135,2 -
5 147,8 147,9 -
6 11,8 111,9 6,40 (d; 1,8) 6,39 (d; 1,7)
7 40,0 40,1 3,24 (d; 6,6) 3,23 (d; 6,6)
8 137,2 137,4 5,92 (m) 5,84 (m)
9 115,7 115,8 5,06 (m) 4,99 (m)
I 136,4 136,5 -
2’ 112,9 113,0 6,79 (d; 2,0) 6,79 (d; 1,9)
3’ 150,4 150,9 - -
4 144,2 144,3 - -
5 119,5 119,6 6,89 (d;8,1) 6,87 (d; 8,1)
6’ 120,8 120,9 6,70 (dd, 8,1 e2,0) 6,71 (dd; 8,1¢e 1,9)
7 39,9 40,0 3,36 (d; 6,6) 3,35 (d; 6,6)
8’ 137,4 137,5 5,92 (m) 5,84 (m)
9 116,0 116,1 5,06 (m) 4,99 (m)
4-OH 61,0 - - -
5-OMe 56,2 56,3 3,89 (s) 3,89 (s)
3’-OMe 55,9 56,1 3,86 (s) 3,86 ()
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5.3 Ensaio Biologico

Os compostos [ (metildesidrodieugenol)e II (desidrodieugenol) foram avaliados
quanto ao seu potencial antileishmania in vitro frente as formas amastigotas e promastigotas
de L. (L) infantum. Além disso, a toxicidade desse composto (CCso) foi determinada frente a
células NCTC. Desta forma o indice de seletividade (IS) foi determinado através do quociente

entre CCso / CEso e os valores comparados com o controle positivo (miltefosina).

Tabela 4. Atividade anti-Leishmania (L.) infantum formas promastigotas ¢ amastigotas) e
citotoxicidade de mamiferos dos compostos I e Il de Nectandra leucantha

CEso (unM) 95% IC CCso (uM)95% IC
Composto Leishmania (L.) infantum
NCTC IS
Amastigota Promastigota
57,9
I (47,8-70,2) > 100 > 200 >34
I > 100 > 100 > 200
16,9 16,4
miltefosina 122, 0 7,2
(11,6 — 18,6) (15,5-17,5)

CEso — 50% concentracéo efetiva, CCso— 50% concentragéo citotoxica, IS — indice de seletividade,
95% IC — 95% Intervalo de confianca,

A partir dos resultados obtidos pode-se observar que o composto | apresentou poten-
cial contra as formas amastigotas de L. (L.) infantum, com valor de CEso de 57,9 uM, enquan-
to o composto Il se mostrou inativo para as formas amastigotas e promastigotas do parasita
(CEs0>100 pM).

Com relacdo ao indice de seletividade, o composto I apresentou um indice de
seletividade menor que o apresentado pelo fdrmaco padrio (miltefosina). Entretanto, ¢
importante salientar que o mesmo demonstrou uma menor toxicidade (CCso) frente as células

de mamifero, quando comparado com a miltefosina; o mesmo foi observado para o composto
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IT que, apesar de ser inativo para as formas amastigota e promastigotas, também apresentou

baixa citotoxidade frente a células de mamiferos.

6. CONCLUSOES

Através deste trabalho, foi possivel isolar os compostos metildesidrodieugenol B e
desidrodieugenol B das folhas da Nectandra leucantha por meio de técnicas cromatograficas,
realizar a identificagdo por técnica espectroscopica (ressonancia magnética nuclear) e por
comparag¢do com os dados da literatura. O potencial antileishmania foi determinado através de
ensaio biologico frente a L.(L) infantum sendo o composto metildesidrodieugenol B, ativo
para a forma amastigota do parasita e o desidrodieugenol B ndo mostrou atividade, sugerindo
dessa forma que as diferencas entre os resultados da atividade biologica, se devem a
presenga/auséncia do grupo metoxilico na estrutura das neolignanas isoladas. Portanto, como
perspectivas futuras ¢ interessante realizar modificacdes estruturais nas neolignanas isoladas
afim de avaliar como estas modificagdes se relacionam com a atividade antileishmania. Dessa
forma esse trabalho contribuiu para o estudo do potencial fitoquimico existente no Brasil e
para a pesquisa de novas drogas para o tratamento de doencas que ndo possuem tratamento

adequado, como ¢ o caso da leishmaniose.
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Espectro 3. Ampliacdo do espectro de RMN de *H do composto | (CDCI3, 300 MHz)
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Espectro 6. Ampliacéo espectro de RMN de *H do composto 11 (6,CDCls, 300 MHz)
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Espectro 8. Espectro de RMN de 13C do composto 11 (5, CDCls, 75 MHz)
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