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RESUMO

SILVA-SILVA, J. V. ESTUDOS FARMACOGNOSTICOS, FITOQUIMICOS E
ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DE ESPECIES Geissospermum (Apocynaceae).
141 f. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Par4, Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, Belém, 2016.

O objetivo deste trabalho foi realizar estudos farmacognosticos, fitoquimicos,
atividade antileishmania e citotoxicidade de Geissospermum vellosii Allemédo e
Geissospermum sericeum Miers. Os estudos farmacognoésticos foram realizados de
acordo com a Farmacopeia Brasileira, V ed. (2010). Os extratos (EEGV e EEGS)
foram obtidos através da maceracdo exaustiva com etanol (96° GL), seguido de
concentracdo em rotaevaporador. O extrato etandlico foi fracionado por dois
métodos: extracdo sob refluxo (fracdes de diferentes polaridades) e particdo acido-
base (fracdo de neutro e fracao acaloidica). As fracdes alcaloidicas (FAGV e FAGS)
foram fracionadas em coluna cromatogréafica contendo gel de Sephadex LH-20, e as
subfracdes resultantes foram analisadas em CCD e reveladas com reagente de
Dragendorff e ultravioleta (365 nm). As subfracdes F6FAGV e F6FAGS, onde se
detectou alcaloides e bom rendimento, foram submetidas a novos fracionamentos
em CLAE-DAD semipreparativa e a métodos espectrofotométricos. Na avaliacéo
antileishmania utilizou-se formas promastigotas da espécie de Leishmania
amazonensis (5 x 10° parasitas/100pL) tratada com diferentes concentracdes das
amostras por 24, 48 e 72h. A analise foi feita adicionando-se brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT) em leitor de ELISA, em 490nm. A
citotoxicidade foi avaliada através do ensaio de viabilidade celular com o MTT em
células THP-1 diferenciadas e HepG2. Como critério de selecdo foi utilizado o
calculo do indice de seletividade (IS), descrito como a razdo entre a concentracao
citotoxica 50% em linhagens celulares e a Concentracédo inibitéria 50% encontrado
para protozoarios, considerando-se pormissores valores = 10. Os pds das plantas
foram classificados como grosso (G. vellosii) e muito grosso (G. sericeum), de baixa
densidade, com pH de 4,94 (G. vellosii) e 6,47 (G. sericeum), negativos para
saponinas, com teor de cinzas e umidade dentro dos parametros estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira, V ed. O estudo fitoquimico levou ao isolamento de um
alcaloide inddlico (F3F6FAGV) e um [-carbolinico (flavopereirina) de ambas as
especies. O fracionamento de EEGV e EEGS resultou em subfragbes mais
citotoéxicas, porém o tempo de exposicdo e o refracionamento reduziram esta
toxicidade. Na avaliacdo antripromastigota todas as amostras foram ativas e o
fracionamento aumentou a atividade. A flavopereirina apresentou atividade tempo
dependente e superior a anfotericina B. Entretanto, a associagao da flavopereirina
com alcaloide indélico e/ou a anfotericina B reduziu a seletividade desse metabdlito.
O fracionamento dos extratos contribui para elevacdo do indice de seletividade,
sendo a seletividade da flavopereirina elevada (1IS= 4893,3). Logo, o0 isolamento da
flavopereirina contribui para reducdo da citotoxicidade e aumento da seletividade,
caracterizando-se como um agente antileishmania promissor.

Palavras-chave: Leishmaniose, quimica orgéanica (fitoquimica), plantas medicinais,
G. vellosii, G. sericeum.



ABSTRACT

SILVA-SILVA, J. V. PHARMACOGNOSTIC AND PHYTOCHEMICAL STUDIES,
AND  ANTILEISHMANIAL  ACTIVITY OF Geissospermum  SPECIES
(APOCYNACEAE). 2016. 141 p. Dissertation (Master’s degree) - Graduate Degree
Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém, 2016.

This study aimed to perform pharmacognostic and phytochemical studies, and
assess antileishmanial activity and cytotoxicity of Geissospermum vellosii Allemé&o
and Geissospermum sericeum Miers. The pharmacognostic study was carried out as
described in the Brazilian Pharmacopoeia, 2010. The ethanol extracts (GVEE and
GSEE) were obtained by exhaustive maceration with ethanol (96 ° GL), followed by
concentration in rotaevaporator. The ethanol extract was fractionated using two
methods: extraction under reflux (fractions of different polarities) and acid-base
partition (neutral and alkaloid fractions). The alkaloid fractions (GVAF and GSAF)
were fractionated on a chromatographic column with Sephadex LH-20 gel, and the
resulting subfractions were analyzed on TLC, and reveled through Dragendorff
reagent and ultraviolet (365 nm). The F6GVAF and F6GSAF subfractions, with
alkaloids detected and good yield, were subjected to semi-preparative HPLC-DAD,
and spectrophotometric methods. For evaluating the antileishmanial activity,
promastigote forms of Leishmania amazonensis at a concentration of 5 x 106
parasites/100uL were treated with the samples at different concentrations for 24, 48
and 72h. The analysis was done adding [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) to the samples in an ELISA reader at 490 nm.
Cytotoxicity was assessed through cell viability assay with MTT in differentiated THP-
1 cells and HepG2. As a selection criteria, the selectivity index (IS) was calculated as
the ratio between the cytotoxic concentration 50% in cell lines, and the inhibitory
concentration 50% found for protozoa, considering as promising values = 10. The
plant powder was classified as thick (G. vellosii), and very thick (G. sericeum), low
density, with pH 4.94 (G. vellosii) and 6.47 (G. sericeum), negative to saponins, with
ash and moisture within the parameters established by the Brazilian Pharmacopoeia
V. In the phytochemical study, we suggest the isolation of an indole alkaloid
(F3F6FAGV) and a B-carbolinic (flavopereirine) from both species. The fractionation
of GVEE and GSEE resulted in more cytotoxic subfractions, but the exposure time
and refractionation reduced this effect. In the antipromatigota assay, all samples
were active, and the fractionation increased the activity. The flavopereirine presented
time-dependent activity greater than amphotericin B. However, the flavopereirine in
association with indole alkaloid and/or amphotericin B reduced the selectivity of this
metabolite. The extracts fractionation increases the selectivity index, and the
selectivity of flavopereirin is high (SI = 4893.3). Therefore, the isolation of
flavopereirine contributes to reduce cytotoxicity and increase selectivity, showing
itself as a promising antileishmanial agent.

Keywords: Leishmaniasis, organic chemistry (phytochemical), medicinal plants, G.
vellosii, G. sericeum.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infectoparasitarias, causadas por varias
espécies de protozoarios do género Leishmania (ROSS, 1903). E considerada a
segunda parasitose mais preocupante do mundo, com cerca de 98 paises
acometidos pelas diferentes formas clinicas (BRASIL, 2010a; WHO, 2015).

A forma cutanea (ou tegumentar) ocorre em 82 paises, com cerca de 0,7 a
1,3 milhdes de novos casos notificados ao ano (WHO, 2010, 2015). No Brasil,
anualmente sdo notificados em torno de 21.089 casos de leishmaniose tegumentar
(BRASIL, 2014). Portanto, esta doenga merece atencdo nos cenarios mundial e
brasileiro, devido a sua alta incidéncia e ao risco de causar deformidades com
consequente envolvimento psicoldgico (BRASIL, 2007), gerando reflexos no campo
social e econémico (BRASIL, 2010a; SKRABA et al. 2014). Além disso, existem
inmeras limitacdes na quimioterapia, tais como efeitos toxicos dos farmacos, baixa
eficacia dos tratamentos alternativos (ROCHA, 2009), alto custo, dificil
administracdo, tempo prolongado do tratamento e resisténcia parasitaria (CROFT e
COOMBS, 2003; RATH et al. 2003). Estas limitagdes contribuem para interrup¢ao ou
abandono da quimioterapia pelo paciente antes de seu término (DEMICHELI e
FREZARD, 2005).

Diante desse cendrio, torna-se necessario estudos que visem o isolamento e
a caracterizacdo de compostos ativos para leishmaniose, mais eficazes e menos
toxicos em relagcéo aos farmacos convencionais (BEZERRA, 2006). No entanto, uma
estratégia pouca explorada para novos farmacos leishmanicidas € a avaliacdo da
atividade das plantas utilizadas na medicina popular para o tratamento de feridas de
dificil cicatrizagao.

Nesta busca, estudos avaliaram a atividade antileishmania contra formas
promastigotas de L. amazonensis, em extratos hidroalcodlicos de diferentes
espécies. Os extratos das espécies Julocroton triqueter (Lam.) Didr. var. triqueter
(Euphorbiaceae), Dichorisandra sp (Commelinaceae) e Tephrosia cinerea (L.) Pers.
(Fabaceae) apresentaram maior eficacia (Clsp= 29,5; 32,9 e 43,6 pg/mL,
respectivamente). Passiflora edulis Sims (Passifloraceae), Chenopodium

ambrosioides L. (Chenopodiaceae) e Syzygium jambolanum DC. (Myrtaceae)
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apresentaram eficAcia moderada (Clsp= 150,1; 151,9 e 166,6 pg/mL,
respectivamente). Pedilanhus tithymaloides (L.) Poit (Euphorbiaceae) e Orbignya
phalerata Mart. (Arecaceae) apresentaram baixo efeito leishmanicida (Clsp > 500
pMg/mL), enquanto Peristrophe angustifolia e Cecropia sp. ndo apresentaram efeito.
Dessa forma, dos dez extratos testados, trés apresentaram uma expressiva
atividade leishmanicida in vitro (BEZERRA et al. 2006).

Apesar dos resultados promissores de Bezerra et al. (2006), a maioria das
espécies utilizadas na medicina popular para o tratamento de feridas carecem de
estudos. Na Amazonia, diferentes plantas sao utilizadas para o tratamento de feridas
de dificil cicatrizacdo, destacando-se a familia Apocynaceae. Esta familia pode ser
considerada uma das mais importantes fontes de compostos quimicos Uteis para a
medicina (DI STASI e HIRUMA LIMA, 2002), entre eles, os alcaloides (PEREIRA et
al. 2007). Alguns estudos vém demonstrando que alcaloides inddlicos e bisinddlicos
possuem atividade antiparasitaria (MITAINE-OFFER et al. 2002; OSORIO;
MONTOYA; ARANGO, 2006). Além disso, entre as 10 espécies mais importantes da
Amazbnia, em termos medicinais, encontram-se as do género Geissospermum
(Apocynaceae), Geissospermum vellosii (PECKOLT, 1942) e a Geissospermum
sericeum (OLIVEIRA et al. 2003).

Geissospermum vellosii e G. sericeum mostraram-se ativas em clones de
Plasmodium falciparum (STEELE et al. 2002; MBEUNKUI et al. 2012).
Recentemente, a atividade antileishmania de alguns alcaloides presente no género
Geissospermum tem sido relatada (REINA et al. 2012). Portanto, o presente estudo
se fundamenta na:

- Quimiotaxonomia: estudos isolaram alcaloides inddlicos (RAPOPORT et al. 1958;
PACCIONI e HUSSON, 1978; MOORE e RAPOPORT, 1973; CHIARONI e RICHE,
1979; STEELE et al. 2002; RAPOPORT e MOORE, 1962; WERNER et al. 2009;
DIAS, 2012; MBEUNKUI; GRACE; LILA, 2012; REINA et al. 2012), alcaloides
bisinddlicos (RAPOPORT et al. 1958; RAPOPORT e MOORE, 1962; CHIARONI e
RICHE, 1979; ALMEIDA et al. 2009; MBEUNKUI; GRACE; LILA, 2012; REINA et al.
2012), e alcaloide B-carbolinico (HUGHES e RAPOPORT, 1958; STEELE et al.
2002; REINA et al. 2012).

- Farmacologia: espécies de Geissospermum apresentaram atividade antiparasitaria
(MUNOZ et al. 2000; STEELE et al. 2002; BERTANI et al. 2005; BRANDAO, 2012;
CAMARGO, 2012; MBEUNKUI et al. 2012; REINA et al. 2012; SANTOS e
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VOLPATO, 2015), sendo o alcaloide indélico O-demetilaspidospermina ativo contra
formas promastigotas de Leishmania infantum (REINA et al. 2012).

Mediante o potencial biolégico leishmanicida das espécies Geissospermum
vellosii e G. sericeum, este estudo justifica-se pela necessidade de avaliar tal
potencial e auxiliar na elucidacdo dos possiveis metabdlitos responsaveis pela
atividade bioldgica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose

A posicdo sistematica do protozodrio Leishmania €é: reino Protista, subreino
Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora,
ordem Kinetoplastida, subordem Tryposomatida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania (LEVINE et al. 1980). O género Leishmania foi subdivido em complexos
fenotipicos agrupados em dois subgéneros: leishmania e Viannia. O subgénero
Viannia causa leishmaniose cutdnea e mucocutanea compreende as espécies como:
L. (V.) braziliensis, L. (V). guyanensis, L. (V.) panamensis, e L. (V.) peruviana
(LAINSON e SHAW, 1987). O subgénero Leishmania abrange espécies que causam
a leishmaniose cutanea no Velho Mundo como L. (L.) major e L. (L.) tropica e dois
complexos, o complexo L. mexicana onde se incluem as espécies L. (L.) mexicana,
L. (L.) amazonensis, L. (L.) pifanoi e L. (L.) venezuelensis e o complexo L. donovani
cujos membros séo L. (L.) donovani, L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi que causam
leishmaniose cutédnea e visceral, respectivamente (GRIMALDI JUNIOR; TESH,;
McMAHON-PRATT, 1989).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente, 350
milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de contrair a doenga, com registro
estimado de 20.000 a 30.000 mortes anualmente (WHO, 2015). A OMS adota como
principio de classificacdo das leishmanioses os tipos de manifestacfes da doenca
gue se diferenciam em duas formas: visceral e tegumentar ou cutédnea. A
tegumentar divide-se em trés subtipos: mucocutanea, cutanea e cutanea difusa
(CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001). No entanto, David e Craft (2009)
dividem a leishmaniose em dois grupos: leishmanioses dermotropicas/mucotrépicas
(tegumentares) e as viscerotropicas.

Os primeiros registros de leishimaniose tegumentar foram feitos por
civilizacbes pré-Incas do Peru e Equador (Figura 1), sdo datados do inicio do
primeiro século antes de Cristo. No periodo de colonizagdo espanhola nas Américas
(séculos XV e XVI) existem textos que mencionam o risco de se contrair as “doencas
dos Andes” (CAMPOS, 2007). A viagem de Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y
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Quiros (1827), de Tabatinga (AM) até o Peru, relatam presenca desta doencga no
Brasil (PARAGUASSU-CHAVES, 2001).

Figura 1 - Ceramica pré-Inca indicando lesbes causadoras de deformacgdes cutdneas na face em
caso de leishmaniose.
Fonte: CAMPQOS, 2007.

No entanto, ha relatos que Moreira (1895) foi o primeiro a identificar caso de
leishmania no Brasil, nesse periodo era conhecida como botdo endémico dos paises
quentes, chamado “Botdo da Bahia” ou “Botdo de Biskra”. Aragéo (1922),
demonstrou o papel do flebotomineo na transmissdo da leishmaniose tegumentar;
sendo a descoberta de animais parasitados (roedores) relatado por Forattini (1958).

A leishmaniose tegumentar constitui um problema de salde publica em 82
paises, distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia),
considerada a forma mais disseminada entre os tipos de leishmaniose, pois estima-
se que ocorra uma incidéncia anual de 0,7 a 1,3 milhdes de novos casos, dos quais
mais de dois tercos ocorrem em seis paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia,
Republica Isimamica do Ird e Republica Arabe da Siria (WHO, 2015). Diante desse
cenario a leishmaniose tegumentar € considerada uma das seis mais importantes
doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccéo e capacidade de produzir
deformidades (BRASIL, 2010a).

Casos de leishmaniose tegumentar (também conhecida como Leishmaniose

Tegumentar Americana — LTA) sé@o notificados em quase todo continente
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Americano, com excecao do Chile e Uruguai, ha registro de casos desde o extremo
sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (BRASIL, 2010a). Em 2014 foram
identificados 20.296 casos de LTA no Brasil, destes 10.387 (51,2%) casos
ocorreram na regiao Norte, sendo que no Estado do Para registrou-se o maior
namero de casos, 4.356 (41,9%), seguido pelos Estados do Amazonas, 1.801
(17,3%) e Rondbnia, 1.148 (11,1%; BRASIL, 2014).

Os vetores, mosquitos denominados flebotomineos, durante o repasto
sanguineo em animal infectado adquirem o parasito (Figura 2:5). No aparelho
digestivo do flebotomineo fémea, o parasito é direcionado ao intestino médio. Este é
envolto pela matriz peritrofica, estrutura quitinosa que envolve o sangue ingerido,
separando-o do epitélio intestinal (Figura 2:6; WALTERS, 1993; PIMENTA et al.
1997; SECUNDINO et al. 2005). Ap6és um periodo de 12 a 20 horas, as amastigotas
diferenciam-se em promastigotas (Figura 2:7; SACKS e PERKINS, 1984,
DESCOTEAUX e TURCO, 1999). Esta forma passa por mudancas morfolégicas,
fisiolégicas e bioquimicas, diferenciando-se no final do ciclo em promastigotas
metaciclicas infectantes (Figura 2:8; SACKS, 1992).

Durante o repasto sanguineo a fémea regurgita estes parasitos infectivos
(promastigotas metaciclicas) que estdo presentes em grande quantidade em seu
trato digestivo (ANTOINE et al. 1998). Apés a inoculacdo na pele do hospedeiro, a
forma promastigota metaciclica € primeiramente fagocitada por neutréfilos (Figura
2:1; CHARMOY et al. 2010), protegendo o parasito do meio extracelular hostil (VAN
ZANDBERGEN et al. 2004). Ap6s 4 a 8 horas, a forma promastigota invade os
macréfagos, sendo envoltas pelo vacuolo fagocitario, transformando-se em
amastigotas intracelulares (Figura 2:2 a 2:3; HANDMAN e BULLEN, 2002). Nos
macrofagos séo internalizadas no fagossoma, que logo se fusiona com o0s
lisossomos, dando origem ao vacuolo fagolissosomal, onde o parasito permanece
em ambiente hostil, contendo enzimas lisossomais e metabolitos reativos do
oxigénio, mecanismos de sinalizacdo celular, produc¢do de oxido nitrico e citocinas
(CUNNINGHAM, 2002).

A forma amastigota alojada nos fagossomos dos mondcitos, histiécitos e
macrofagos vivem e se multiplicam por divisdo assexuada até romperem a célula,
disseminando-se pela via hematogénica e linfatica (Figura 2:4; LAINSON e SHAW,
1992), inicia uma relagdo inflamatoria e proporciona a atracdo de outros macréfagos
gerando um ciclo vicioso (RASO e GENARO, 1994). Ocorre em seguida, a ruptura
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da membrana do macréfago repleto de amastigotas, que por sua vez sdo novamente
fagocitadas (Figura 2:4; GENARO e REIS, 2005).

Estagio do flebotomineo Estagio do humano
Flebotomineo faz repasto sanguineo Promastigotas s%o
Dividem-se no (ijeta 2 forma promastizota na pele) e fagocitadas por macrdfagos

Oriiroits .

NG

Amastizotas transformam-se na forma promastigotas no
mtestino

\

o @B

Promastigotas se transformam em
amastigotas dentro dos macrdfagos

7
= 1) S
® ® @ y Amastizotas rmltiplicam-se nas
€ o - céhlas (inchindo macréfagos) de
t S . \-—’ varos tecidos
0 Ingestio de céhla ["’Jb Yo ¥ e aize
parasitada

Flebotonuneo faz repasto sanguineo
(ngere macréfagos mfectados com
amastigotas)

SAFEN-HEALYMIEN . PEOPLE™

http:/Ieww dpd cdc.govidpdx

Figura 2 - Ciclo biolégico da Leishmania spp.
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2015, tradugdo MORAIS, 2015).

O tratamento convencional, utilizado desde 1945 (MARSDEN, 1985), para

as leishmaniose (tegumentar e visceral) é realizado com os sais de antiménio

pentavalentes (Sb5+; HERWALDT, 1999; RATH et al. 2003; BRASIL, 2007), sendo
0s seguintes farmacos disponiveis atualmente: Antimoniato N-metil glucamina (1;
Glucantime®) ou Antimoniato de meglumina e Estibogluconato de sédio (2;
Pentostan®, ndo comercializado no Brasil). Além destes farmacos, a anfotericina B
e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina; Figura 3;

BRASIL, 2010a) sao consideradas alternativas terapéuticas.
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Figura 3 - Principais farmacos usados para tratamento de leishmaniose.
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O mecanismo de agdo dos antimoniais ainda ndo estd completamente
elucidado (DEMICHELI e FREZARD, 2005), porém acredita-se que o antiménio
pentavalente ou a forma ativa trivalente interfira na producdo de energia em
amastigotas de Leishmania, inibindo o processo de B-oxidagédo de &cidos graxos e
glicolise do parasito, conduzindo a uma deple¢cédo dos niveis de adenosina trifostato
(ATP; TRACY e WEBSTER JUNIOR, 1996; BALANA-FOUCE et al. 1998).

Os antimoniais apresentam uma série de desvantagens, destacando-se:
administracdo por via parenteral (intramuscular ou endovenosa), tempo de
tratamento prolongado (20 a 30 dias, dependendo da forma clinica), potencial
hepatotoxico, cardiotoxico, nefrotoxico, dores musculares, entre outras reacgdes
adversas. Estas desvantagens acabam contribuindo para a interrup¢cao ou abandono
da quimioterapia pelo paciente antes de seu término, sugerindo a necessidade de
novas alternativas terapéuticas (DEMICHELI e FREZARD, 2005).

A anfotericina B (desoxicolato; Figura 3:4) é um antibiético poliénico com
atividades antifungica e leishmanicida (SOARES BEZERRA; LEON; GENESTRA,
2004). Este farmaco se liga ao ergosterol presente ha membrana do microrganismo,
alterando a permeabilidade de membrana e do equilibrio osmético, causando morte
(SAHA; MUKHERJEE; BHADURI, 1986; OLLIARO e BRYCESON, 1993; URBINA,
1997). Este farmaco é utilizados em casos clinicos graves de Leishmaniose ndo
responsiva ao tratamento convencional ou com ameaca de morte (OSTROSKY-
ZEICHMER et al. 2003).

As reacgOes adversas da anfotericina, sdo dose dependentes, sendo tdxica
para as células do endotélio vascular, ocasionando flebite. Também tem sido
relatados cefaleia, febre, calafrios, astenia, dores musculares e articulares (artralgia),
hipercalemia, vomitos e hipotensdo em caso de infusdo rapida (BERMAN, 1998).
Um quadro a ser considerado relevante € o comprometimento renal que acontece
praticamente em todos os pacientes durante o tratamento (BERDICHEVSKI, 2003),
porém quando o diagnostico for detectado precocemente, possibilitando réapido
ajuste do intervalo entre as doses, proporciona normalizagéo da fungao renal (RIGO;
RIGO; HONER, 2008). Além disso, o alto custo dos compostos torna o tratamento
muitas vezes inviavel (SINGH e SIVAKUMAR, 2004).

Em sintese, os farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose
possuem elevada toxicidade (PELISSARI et al. 2011), via de administracao

parenteral (intramuscular ou endovenosa) geralmente dolorosa e desconfortavel,



28

necessitando de administragdes por longo periodos, 0 que requer hospitalizagéo,
acarretando em desconforto ao paciente e alto custo aos cofres publicos (BRAGA et
al. 2007), além de interferir na rotina de trabalho do paciente, reduzindo a
capacidade produtiva econémica da familia. Diante desse cenario, torna-se urgente
a busca de novas alternativas de tratamento para leishmaniose.

As plantas sédo importantes fontes de descoberta de farmacos, principalmente
no que diz respeito a farmacos antiparasitarios (ANTHONY; FYFE; SMITH, 2005).
Em areas endémicas de leishmaniose, grande parte da populacdo que adquire a
doenca ndo tem acesso a medicamentos, logo utilizam as plantas para tratar e
aliviar os sintomas (CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001). Estas plantas
possuem metabdlitos secundarios (MORAIS e BRAZ-FILHO, 2007) que podem atuar
na destruicdo de agentes invasores (MISRA et al. 2009; LINDOSO et al. 2012) ao
interferir no metabolismo parasitario ou alterando a permeabilidade de sua
membrana. Os metabolitos mais promossor para a leishmania sdo os acaloides
(MAHIOU et al. 1994; FOURNET et al. 1996; QUEIROZ et al. 1996; NOVA, 2012).
Portanto, no presente estudo optou-se por trabalhar com a familia Apocynaceae,
caracterizada quimicamente pela ocorréncia frequente de estruturas alcaloidicas
(PEREIRA et al. 2007).

2.2 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae (Antoine Laurent de Jussiaeu, 1789) é classificada
como: Angiospermas - Eudicotiledbneas - Nucleo Eudicotiledbneas -
Asterideas . Euasterideas I, na ordem Gentianales (THE ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP, 2003). Na Apocynaceae se incluem cinco subfamilias:
Rauvolfioideae (cosmopolita; contando com 10 tribos e 83 géneros), Apocynoideae
(cosmopolita; contando com 8 tribos e 80 géneros), Periplocoideae (Origem
europeia; contando com 33 géneros), Secamonoideae (Origem européia; 8 géneros)
e Asclepiadoideae (cosmopolita; contando com 4 tribos e 172 géneros; ENDRESS e
BRUYNS 2000; ENDRESS; LIEDE-SCHUMANN; MEVE, 2007).

A Apocynaceae é considerada uma dicotileddnea, constituida por cerca de
424 géneros (ENDRESS e BRUYNS, 2000) e 5000 espécies (ENDRESS, 2004). No
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Brasil, foram identificados aproximadamente 95 géneros e 850 espécies (SOUZA e
LORENZI, 2008), sendo 32 géneros encontrados apenas na Amazonia (PEREIRA et
al. 2007).

Essa familia ocorre em regifes temperadas (ENDRESS, 2004; JUDD et al.
2009), tropicais e subtropicais (LORENZI,1998). Suas espécies se desenvolvem em
varios habitats, desde florestas tropicais Umidas até regides semiaridas; em baixas e
altas altitudes, em solos secos, afloramentos rochosos, areas inundadas e, algumas
vezes, nas margens dos rios (RAPINI, 2004). Tratam-se de herbaceas, subarbustos,
arvores e trepadeiras, das quais muitas produzem latex (JOLY, 1998; DI STASI e
HIRUMA-LIMA, 2002), as folhas em geral opostas e verticiladas com estipulas
rudimentares; flores pequenas ou grandes e vistosas, tipicamente pentameras,
hermafroditas, diclamideas; fruto seco capsular ou indeiscente, ou entdo dois
fruticulos, secos, deiscentes (GRAEBNER, 2003).

Muitas de suas espécies tém grande importancia econdmica na alimentacao,
como fornecedoras de madeira ou para fins medicinais (JUDD et al. 2009). Também
possui grande importancia na medicina popular, sendo utilizada para tratamento de
problemas cardiacos, malaria, doencas dermatoldgicas, como analgésico,
vermifugo, abortivo, febrifugo, sedativo, para vémito, célicas, diabetes, inflamacdes,
cancer, Ulceras, gripe, tumores, problemas estomacais, doencas respiratdrias,
laxante, diarreia, reumatismo, expectorante, luxacdes, asma, problemas hepaticos,
escabiose e como veneno (SANTOS et al. 2013).

Essa familia se caracteriza principalmente por conter alcaloides
monoterpénicos (BOLZANI et al. 1987), que podem promover relevantes mudancas
fisiol6gicas, apresentando grau variado de toxicidade (CORDELL, 1981). Entre estes
alcaloides destacam-se: vimblastina, vincristina (inibidores da polimerizagcdo das
proteinas do fuso mitético) e reserpina (inibidor da captacdo de noradrenalina),
usados na clinica (NEUSS, 1970). Alguns alcaloides tém apresentado atividade
antiparasitaria (OSORIO; MONTOYA; ARANGO, 2006), como exemplo a quinina.

A atividade antimalarica de alcaloides originarios de espécies pertencentes a
esta familia tem sido amplamente estudada, em especial de espécies do género
Aspidosperma e Geissospermum (SARAIVA, 2012). No entanto, existe uma caréncia
de estudos para atividade em outros parasitos, como: Leishmania e Trypanosoma.

Vale ressaltar que entre as 10 espécies mais importantes da Amaz6nia, em termos
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medicinais, encontram-se a Geissospermum vellosii (PECKOLT, 1942) e a

Geissospermum sericeum (OLIVEIRA et al. 2003).

2.2.1 GENERO Geissospermum

O médico e botanico brasileiro Francisco Freire Allemé&o de Cysneiros (1845)
descreveu, levando em consideracdo a disposicdo genérica das sementes e as
caracteristicas diferenciais da planta e distintas de todas apresentadas por géneros
existentes, o género Geissospermum (SARAIVA, 2012). Em termos taxondmicos, 0
género Geissospermum pertence a classe Equisetopsida C. Agardh, subclasse
Magnoliidae Novak ex Takht, superordem Asteranae Takht, ordem Gentianales Juss.
ex Bercht. & J. Presl e familia Apocynaceae Juss. (MISSOURI BOTANICAL
GARDEN, 2015). Seis espécies de Geissospermum sao reconhecidas, todas nativas
do Brasil: G. argenteum Woodson, G. fuscum Markgr., G. laeve (Vell.) Miers
(sononimia — G. martianum Miers, G. vellosii Fr. All., Tabernaemontana laevis Vell.),
G. reticulatum A. H. Gentry, G. sericeum Benth. & Hook. f. e G. urceolatum A. H.
Gentry (CAMARGO et al. 2013).

Este é um pequeno género de plantas nativas que ocorrem em paises da
Regido Amazébénica (WCSP, 2014), no Nordeste e Sudeste do Brasil, mas
principalmente em florestas de terra firme dos Estados do Amazonas, Amapa e Para
(FORZZA, 2010; SILVA et al. 2014).

Em 1838, o farmacéutico brasileiro, Ezequiel Corréa dos Santos, isolou o
principio ativo das cascas da G. vellosii Allemao (Pau-pereira) e o descreveu como
um alcaloide, denominando-o pereirina (ALMEIDA et al. 2009). Outros autores
atribuem a formula molecular da pereirina a geissoschizolina (Quadro 1:5; BERTHO;
KOLL; FEROSIE, 1958; BERTHO e KOLL, 1961). O estudo de Almeida (2009)
comprovou que a pereirina € de fato uma mistura complexa, contendo
majoritariamente a geissoschizolina (Quadro 1:5), um alcaloide inddlico. Mais tarde
outros alcaloides foram isolados e identificados de outras espécies de
Geissospermum (CAMARGO et al. 2013).

Os alcaloides indélicos podem atuar no sistema nervoso central, alterando

diferentes vias (opioide, GABAérgica, serotominérgica e dopaminérgica). Estas
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alteracdes podem resultar em efeitos sedativos, anestésico e relaxamento muscular.
Alteragcbes no sistema nervoso autbnomo podem ocorrer, ocasionando efeito
diurético, vasoconstritor periférico, estimulante respiratorio e espasmogénico
intestinal (PEREIRA et al. 2007).

Varios estudos fitoquimicos foram realizados com espécies pertencentes ao
género Geissospermum, isolando alcaloides do tipo inddlico, B-carbolinico e
bisinddlico. O Quadro 2 resume o0s principais estudos fitoquimicos de

Geissospermum.



Quadro 1 - Metabdlitos isolados a partir do género Geissospermum.

Metabélitos Estrutura quimica Espeécie Orgéao Vegetal
vegetal
.(/\N
\ T
G. vellosii

Geissoschizolina (5)

Cascas *”

Aspidospermina (6)

Desmetoxiaspidospermi
na (7)

Aspidoscarpina (8)

Demetilaspidospermina

(9)

G. argenteum

Cascas e folhas®

10-demetoxi-12-hidroxi-
17,19-
epoxigeissovelina (10)

(2)-10-demetoxi-12-
hidroxigeissovelina (11)

(E)-10-demetoxi-12-
hidroxigeissovelina (12)

O-
desmetilaspidospermin
a (13)

Geissospermidina (14)

G. reticulatum

Cascas e folhas®
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Metabdlitos

Estrutura quimica

Espécie
vegetal

Orgéao Vegetal

10-metoxi-
geissospermidina (15)

FN

N-deacetil-N-butanoil-
geissospermidina (16)

11-metoxi-
geissospermidina (17)

Flavopereirina (18)

Geissosreticulatina (19)

G. reticulatum

Cascas e folhas®

Geissoschizolina N*-

oxido (20)
G. sericeum Cascas®
1,2-
deidrogeissoschizolina
(21) N
CH,
CH,OH
PP P-
Apogeissoschizina (22) ' I G. vellosii Cascas'
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Quadro 1 — Continuacéo.

Metabélitos Estrutura quimica 5232?;? Orgéao Vegetal
:."\.\ v/”f\“-
(1)
= ~ P
B \L
Geissoschizina (23) S
MeO,_ CH,y
o OH
{ j G. vellosii Cascas'
P!
o~ 1] -
Geissospermina (24) l - o -
.
@
Geissolosimina (25) [
l
N
\ h
Geissoschizona (26) L/\ G. vellosii Cascas”
Vellosiminol (27)

Legenda: a- BERTHO; KOLL; FEROSIE, 1958; b- BERTHO e KOLL, 1961; c- PACCIONI e
HUSSON, 1978; d- REINA et al. 2012; e- STEELE et al. 2002; f- RAPOPORT et al. 1958;

g- MBEUNKUI et al. 2012; h- RAPOPORT e MOORE, 1962.
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AF'V'P'"%de Espécie vegetal Orgao Amostra Atividade comprovada Referéncia
Biolégica vegetal
G. urceolatum Cascas Fracgédo alcaloidica Hipotensora e vasodilatadora MARTINS, 2010
Cardiovascular G.ng%%nstgrt:m Cascas Hipotensora, vasodilatadora e efeito curarizante MORAIS, 2012
Cascas Extrato Etanélico Cepas ATCC de S. aureus e P. aeruginosa, e cepa | CORREIA et al.
S. aureus multi-drogas resistente. 2008
Antimicrobiana Extrato metandlico, Difusdo em agar (parcialmente ativos contra S.
G. argenteum Extrato aquoso e aureus e S).
Woodson Folhas, galhos FragBes (hexanica, Teste de microdiluicéo (ativo para S. aureus, S. CAMARGO,
e cascas cloroférmica, Acetato mutans e levedura C. albicans). 2012
. L de etila e L L
Antiplasmdédica metanol:agua) Ativo in vitro e in vivo
Antitripanocida G. reticulatum A. Cascas e Extrato hidroalcodlico O-demetilaspidospermina e N-deacetil-N- REINA et al.
Antileishmania Gentry folhas e alcaloides isolados butanoilgeissospermidina foram os Unicos ativos 2012
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A atividade cardiovascular de Geissospermum tem sido descrita (MARTINS,
2010; MORAIS, 2012). A fracéo alcaloidica de G. urceolatum foi avaliada em relacéo
a pressao arterial e contracdo do musculo liso de ratos. Essa fracdo (doses= 1,3 e
10 mg/kg, e.v.) apresentou acdes hipotensora e vasodilatadora, com provavel
participacdo da via do oOxido nitrico e inibicAo do influxo de célcio em células
musculares lisas (MARTINS, 2010). Outro estudo avaliou a acdo cardiovascular da
fracdo alcaloidica de G. argenteum Woodson e também indicou agéo vasodilatadora
(1,0 a 10 pg/mL) e hipotensora (injecéo de 0,3 a 3,0 mg/kg, e.v.) rapida e reversivel
(MORAIS, 2012). A partir da fracdo alcaloidica de outra espécie, G. vellosii, foram
isolados os alcaloides geissospermina (Quadro 1:24) e geissoschizolina (Quadro 1:
5; TANAE et al. 2006). Logo, acredita-se que esses alcaloides fazem parte da
composicdo de G. urceolatum, estando relacionados a atividade hipotensora com
provavel bloqueio de canais e receptores nicotinico, produzindo um bloqueio
neuromuscular intenso (MARTINS, 2010).

A fracdo de alcaloides de G. urceolatum (doses=100 a 300 mg/kg) foi
administrada por via intraperitoneal em camundongos Balb/C, sendo observado
dispneia e cianose, sugerindo acdo curarizante (MARTINS, 2010). Além disso, em
doses de 3,0 mg/kg (fracdo alcaloidica, G. argenteum) produziu efeito curarizante,
com parada respiratoria e andxia, sem comprometimento direto do sistema nervoso
central (MORAIS, 2012).

O extrato etandlico de G. argenteum também foi submetido a avaliacdo
antimicrobiana em difusdo em agar. Este apresentou atividade contra cepas ATCC
de S. aureus com Concentracdo Inibitéria Minima (CIM= 80,0 pg/mL) e P.
aeruginosa, (CIM= 20,0 pug/mL), além de inibicdo de cepa S. aureus multi-drogas
resistente (CIM= 5 pg/mL). Acredita-se que essa atividade seja justificada pelo
constituinte majoritario do extrato etanolico, provavelmente alcaloide inddlico pois
sabe-se que esse género € rico em alcaloides deste tipo (CORREIA et al. 2008).

Outro estudo avaliou acdo antimicrobiana através da difusdo em agar e por
microdiluicdo. O extrato aquoso das folhas, extrato metandlico das cascas (EMC),
fracOes (acetato de etila e metandlica) das cascas foram parcialmente ativos contra
S. aureus. Para S. mutans o EMC e fracdo hexanica das cascas, também foram
parcialmente ativos. Todas as amostras foram inativas frente a cepas de E. coli e C.
albicans. No teste de microdiluicdo, os melhores resultados foram: EMC contra S.

aureus, extrato metandlico de galhos contra S. mutans, e extrato metandlico de
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folhas contra levedura C. albicans, ambos com CIM de 0,63 mg/mL (ativo). Este
trabalho verificou que essa espécie possui predominantemente alcaloides em sua
composicao quimica (CAMARGO, 2012).

A espécie G. argenteum também foi submetida a avaliacdo antiplasmodica
frente & cepa cloroquina resistente de P. falciparum. Foram utilizados extratos e
fracOes de galhos, folhas e cascas. O extrato metandlico das cascas (Clso 4,6 pg/mL)
e a fracdo cloroférmica (obtida da casca por particdo, Clsp= 2,0 ug/mL), foram os
Unicos considerados ativos em ensaio in vitro, e esses efeitos foram relacionados
aos alcaloides (CAMARGO, 2012).

Os extratos hidroalcoolico e alcaloides isolados de cascas e folhas de G.
reticulatum A. Gentry foram submetidos a avaliacdo das atividades leishmanicida e
tripanocida (Leishamania infantum e Trypanossoma cruzi). O fracionamento
contribuiu para as atividades, sendo O-demetilaspidospermina ativo contra L.
infantum (Clso= 7,7 pug/mL) e pouco ativo em T. cruzi (Clsp = 41,7 pg/mL). O O-
demetilaspidospermina apresentou certa seletividade (CCsp= 16,7 ug/mL e Indice de
seletividade= 2,17). Quando se compara a toxicidade de O-demetilaspidospermina
aos farmacos de referéncia, anfotericina B e nifurtimox, observa-se menor
citotoxicidade do alcaloide (Anfotercina B e nifurtimox; CCso= 10,3 e 13,9 pg/mL,
respectivamente). O N-deacetil-N-butanoilgeissospermidina, quando comparado ao
outro alcaloide, mostrou-se menos ativo contra L. infantun (Clsp= 52,2 pg/mL). Em
sintese, a atividade leishmanicida dos extratos est4d relacionada ao O-

demetilaspidospermina (REINA et al. 2012).

2.2.1.1 Geissospermum vellosii Alleméo

A G. vellosii € uma arvore, com altura em torno de 10-15 metros, com o tronco
de 40-60 cm de diametro (LORENZI, 1992). Possui ramos ferrugineos, folhas
alternas, curto-pecioladas, glabras, de forma oblongo-elitica, apice acuminado, base
acunheada e margem ondulada; inflorescéncia cimosa; flores alvacentas; os lacinios
do calice sem emergéncias glandulares na parte interna; corola hipocrateriforme;
ovério supero com estigma claviforme, piloso; e capsula carnosa (CORREA, 1974;
BARROSO et al. 1986).
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Em termos botanicos, dois estudos foram realizados sobre enquadramento
taxondmico desta espécie (Quadro 3). No entanto, para a classificacdo aceita
(MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2015), considera-se boa parte abordada por
Cronquist (1981), porém com alteracdo de classe de Magnoliophyta para
Equisetopsida. Além disso, a literatura descreve o nome Geissospermum vellosii
Allemdo é uma sinonimia da espécie Geissospermum leave (Vell.) Miers
(CAMARGO et al. 2013; TPL, 2016; WCSP, 2016).

Quadro 3 — Enquadramento taxondmico de Geissospermum vellosii.

Classificacéo Segundo Cronquist (1981) Segundo Engler (Joly, 1998)
Divisédo Magnoliophyta Angiospermae (Antophyta)
Classe Magnoliopsida Dicotyledoneae

Subclasse Asteridae Sympetalae
Ordem Gentianales Gentianales
Familia Apocynaceae Apocynaceae
Género Geissospermum Geissospermum
Espécie G. vellosii G. vellosii

A G. vellosii esta distribuida no Brasil, Peru e Bolivia (MISSOURI BOTANICAL
GARDEN, 2015). No Brasil ocorre nas regides Norte (Amapa, Par4, Amazonas),
Nordeste (Maranh&o, Bahia), Centro-Oeste (Distrito Federal) e Sudeste (Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro; KOCH et al. 2016). Esta planta € conhecida
popularmente por varias denominacdes, de acordo com a regido onde era
encontrada: Pau-Pereira (MARION, 1952), Pau-Forquilha, Pau-de-Pente, Pau-de-
colher, Pau-pita, Camara, Chapéu-de-sol, Para-tudo (FERREIRINHA, 1884),
Camara-de-bilro, Camara-do-mato, Canudo amarguroso, Pinguaciba, Pereiroa,
Pereiro, Uba-acu, Tringuaaba (PIO CORREA, 1984), Maria Congo (BERTANI et al.
2005), Bergibita (TROPILAB, 2007), Quinarana (ALMEIDA, 2010), Quina-quina
(VALENTE, 2006), Quina-amargosa, Quina de pobre (BURTON, 1977; MAWE,
1978), Guatambu e Peroba (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984).

A G. vellosii possui as seguintes alegacdes de uso popular: antisséptico
(OLIVEIRA, 1883), tratamento da dor, perda de apetite (JACOME et al. 2003; DOS
SANTOS, 2007; ALMEIDA et al. 2009; CAMARGO et al. 2013), estimulante sexual
(DOS SANTOS, 2007; WERNER et al. 2009), febrifuga (STALCUP, 2000; DOS
SANTOS, 2007; ALMEIDA et al. 2009; WERNER et al. 2009), problemas hepaticos
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(MUNOZ et al. 2000; WERNER et al. 2009), problemas intestinais e erisipelas
(STALCUP, 2000), distlrbios estomacais ou ma digestdo (JACOME et al. 2003; DOS
SANTOS, 2007; ALMEIDA et al. 2009; WERNER et al. 2009; CAMARGO et al.
2013;), constipacéo intestinal (JACOME et al. 2003; DOS SANTOS, 2007; ALMEIDA
et al. 2009; WERNER et al. 2009; CAMARGO et al. 2013), tontura (DOS SANTOS,
2007; ALMEIDA et al. 2009; JACOME; SOUZA; OLIVEIRA, 2003), vémito (MUNOZ
et al. 2000), considerada ténica (STALCUP, 2000), antimalarico (MILLIKEN, 1997;
MUNOZ et al. 2000; JACOME; SOUZA; OLIVEIRA, 2003; BERTANI et al. 2005;
VIGNERON et al. 2005; DOS SANTOS, 2007; CORREIA et al. 2008; WERNER et al.
2009; MBEUNKUI et al. 2012a; CAMARGO et al. 2013), prevencao e tratamento de
cancer de préostata (CAMARGO, 2012).

As substancias isoladas da G. vellosii foram: geissospermina (Quadro 1:24;
MARION, 1952), vellosimina (Quadro 4:28; RAPOPORT e MOORE, 1962),
flavopereirina (Quadro 1:18; HUGHES e RAPOPORT, 1958), velosiminol (Quadro
1:27), geissolosimina (Quadro 1:25; RAPOPORT e MOORE, 1962), geissovelina
(Quadro 4:29; MOORE e RAPOPORT, 1973), geissoschizina (Quadro 1:23),
geissoschizolina (Quadro 1:5; RAPOPORT et al. 1958), 12-metoxi-1-metil-
aspidospermidina (Quadro 4:30; WERNER et al. 2009), pausperadina A (Quadro
4:31; ISHIYAMA et al. 2005), lupeol (Quadro 4:32), (+)-sesamina (Quadro 4:33), (+)-
aspidospermina (Quadro 4:34; DIAS, 2012).

A geissospermina (Quadro 1:24) foi submetido a hidrélise acida e os produtos
de clivagem foram: geissoschizina (Quadro 1:23), apogeissoschizina (Quadro 1:22)
e geissoschizolina (Quadro 1:5; RAPOPORT et al. 1958).
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Quadro 4 - Metabdlitos isolados de Geissospermum vellosii.

Metabélitos Estrutura quimica Orgéo Vegetal

Vellosimina (28)? N&o descrito

HyCO

Geissovelina (29)° Cascas
H,CO
12-metoxi-1-metil- = ,-)'\--. ,..-\/
. o c ] —~ Cascas
aspidospermidina (30)
S N -

Pausperadina A (31)d N&o descrito

Lupeol (32)

(+)-sesamina (33) } Cascas®

(+)-aspidospermina (34) U TS - “J‘~

T L

=0

Legenda: a- RAPOPORT e MOORE, 1962; b- MOORE e RAPOPORT, 1973; c- WERNER et al. 2009;
d- ISHIYAMA et al. 2005; e- DIAS, 2012.
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Estudos com avaliagdo antitumoral (BEMIS et al. 2009; YU e CHEN, 2014),
antimicrobiano (SARAIVA, 2012; BRANDAO, 2012), antiplasmddico (MUNOZ et al.
2000; BERTANI et al. 2005; BRANDAO, 2012; MBEUNKUI et al. 2012),
anticolinesterasico, antinociceptivo (WERNER et al. 2009) e antioxidante (DIAS,
2012) foram realizados com espécie G. vellosii (Quadro 5). Em geral, estas
atividades tém sido relacionadas aos alcaloides.

A fracdo alcaloidica das cascas de G. vellosii foi submetida para avaliagéo
antitumoral em linhagem celular de cancer de prostata humano, sendo observado
inibicdo significativa do crescimento tumoral nas concentragcdes de 100 ou 500
pug/mL. Esta atividade foi atribuida a inducdo de apoptose, onde observou que a
inibicdo ocorre de forma concentracdo dependente. Esta fracdo foi avaliada em
modelo in vivo, utilizando ratos machos atimicos nu/nu (nudes), com reducao
significativa do crescimento tumoral nas doses de 10 (80%) e 20 mg/kg (75%;
BEMIS et al. 2009).

Outro estudo, avaliou a atividade antitumoral sobre cancer de prostata
metastatico, utilizando o extrato enriquecido com alcaloides 3-carbolinicos das cacas
de G. vellosii. Observou-se reducdo no crescimento celular e inducédo de apoptose
através da inibicdo do fator de transcricdo kappa B (NF-kB), sugere-se, a partir
disso, que esse extrato apresenta potencial de protecdo contra esse tipo de cancer
(CHANG et al. 2014).

O extrato hidroalcodlico obtido de cascas de G. vellosi inibiram, de forma
tempo dependente, o crescimento do céancer de ovario (Clsp= 180-235 pg/mL).
Semelhante aos estudos anteriores, parece que esta atividade esta relacionada a
inducdo de apoptose, sendo que o aumento do tempo de exposicdo das células
elevou a taxa de apoptose, ambos de forma dose e tempo dependente (YU e CHEN,
2014).

Na avaliacdo microbiologica de G. vellosii foram realizados ensaios: difusdo
agar, microdiluicdo e bioautografico. O extrato etanolico inibiu o crescimento de S.
aureus (halo de inibicdo=12,59 + 0,611) e baseado em suas concentracdes
inibitérias minimas (CIM= 125 pg/mL) e bactericida minima (CBM = 250 pg/mL),
pode-se sugerir que esta atividade é moderada (BRANDAO, 2012). Outro estudo
demonstrou a atividade deste extrato em S. aureus Oxacilina Resistente (MRSA;
CIM= 125 pg/mL). Além disso, o Extrato Etandlico de Geissopermum vellosii (EEGV)

guando associado ciprofloxacina, clindamicina e vancomicina apresentou um efeito
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sinérgico em MRSA (SARAIVA, 2012). Este extrato também inibiu o crescimento de
P. aeruginosa, porém a CIM foi superior a 1000 pg/mL por isso foi considerado
inativo (BRANDAO, 2012).

Semelhante ao EEGV, a fracdo alcaloidica mostrou-se ativa em S. aureus
(halo de inibicdo=13,72 + 2,0; CIM < 31,25 pg/mL; CBM= 250 ug/ml; BRANDAO,
2012) e MRSA. Também foi observado efeito sinérgico em MRSA quando associado
ciprofloxacina, clindamicina e vancomicina (SARAIVA, 2012). Estudos bioautografico
sugerem que a inibicdo do crescimento bacteriano esteja relacionada a
aspidospermina (DIAS, 2012).

Em estudo in vivo o EEGV, na concentracdo de 22,5 mg/kg, inibiu o
crescimento do clone de P. falciparum resistente a cloroquina (cepas W2) em 35%
(BERTANI et al. 2005). Outro estudo, in vitro, este extrato mostrou-se promissor
como antimaléarico, tendo Clsp= 11 pg/mL (clone W2; BRANDAO, 2012), Clso= 3,1
pg/mL (clone F32) e Clsp= 2,0 pg/mL (clone Indochina). Estudo realizado com
camundongos infectados com P. berghei (dose 100mg/kg), este extrato nao reduziu
a parasitemia e por isso foi considerado inativo (MUNOZ et al. 2000). Quando se
utilizou doses maiores do EEGV (125, 250 e 500 mg/kg de peso do animal, 3 dias de
tratamento), no 5° dia ndo houve reducédo significativa na parasitemia. No entanto,
no 8° dia, constatou-se reducdo parasitaria, com 53%, 61% e 75%, respectivamente,
considerando-se potencialmente ativos frente ao P. berghei, ndo sendo considerada
toxica (SANTOS e VOLPATO, 2015). A atividade antiplasmodica (clone de P.
falciparum sensivel a cloroqguina D10) do extrato metandlico de G. vellosii foi
avaliada, sendo este muito ativo (Clso= 2,22 ug/mL; MBEUNKUI et al. 2012; Quadro
5).

Visando verificar se o fracionamento contribui para a atividade antiplasmadica,
o EEGV foi submetido a particdo acido-base, obtendo-se fragcdo de neutro e fracédo
alcaloidica. As fracdes foram ativas em clone W2 de Plasmodium falciparum (Clsp=
8,87 pug/mL e Clso= 2,63 pg/mL, respectivamente; BRANDAO, 2012). Para identificar
a(s) substancia(s) responsavel(eis) pela atividade foram isolados alcaloides dos
extratos (etandlico e metandlico) e este foram avaliados em clones de P. falciparum,
sendo obtidas as seguintes Clsg: diidroflavopereirina (Quadro 1:21, derivado de
flavopereirina)- Clso= 3,02 yM (MUNOZ et al. 2000); flavopereirina (18)- Clso= 11,53
e 1,83 uM (STEELE et al. 2002); geissolosimina (Quadro 1:25) Clso= 0,66 pg/mL,;
geissospermina (Quadro 1:24) Clso= 0,65 pg/mL; geissoschizolina (Quadro 1:5)
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Clso= 0,89 pg/mL; geissoschizona (Quadro 1:26)- Clsp= 1,78 pg/mL e vellosiminol
(Quadro 1:27)- Clso= 1,04 ug/mL (MBEUNKUI et al. 2012). Em sintese, a atividade
antiplasmaodica de G. vellosii esta relacionada aos alcaloides.

O EEGV (dose de 5000 mg/kg) néo alterou de maneira significante a evolucao
ponderal dos camundongos em relacdo ao grupo controle. No estudo anatomo-
histopatolégico ao final do tratamento agudo, os 6rgdos analisados (cérebro,
coracao, figado, pulmdes, baco, pancreas e rins) ndo apresentaram quaisquer
alteracdes anatdmicas ou particularidades histologicas (SANTOS e VOLPATO,
2015).

Utilizando cérebro de camundongo, avaliou-se a atividade anticolinesterasica
da Fracdo Acaloidica de Geissospermum vellosii (FAGV), observando efeito inibitorio
dessa enzima (Clso= 39,3 pg/mL) e reducdo da amnésia induzida pela escopolamina
(30 mg/kg por via I.P.). De FAGYV foi isolado e identificado a geissospermina (24;
LIMA et al. 2009), este alcaloide apresentou atividade depressora do Sistema
Nervoso Central (AUROUSSEAU, 1960), induziu o relaxamento do musculo
esquelético ao inibir receptores nicotinicos (CORREA, 1974) e reduziu a atividade
locomotora (SHIMADA et al. 1999).

O EEGV e a fracao diclorometano (FrCDMGV) e alcaloide 12-metoxi-1-metil-
aspidospermidina foram submetidos a avaliacdo da atividade antinociceptiva através
dos modelos da formalina e contor¢cdo abdominal. Nesse estudo, tanto o EEGV
como FrCDMGYV inibiram a dor em nivel perifiérico e central (dose= 30 mg/kg, V.O),
porém nao provocaram alteracBes locomotoras significativas. Logo, a atividade
antinociceptiva observada pode estar relacionada ao alcaloide 12-metoxi-1-metil-
aspidospermidina (Quadro 4:30; dose= 0,001-1 mg/kg), e esse efeito inibitorio
central da dor relacionado a estimulacdo dos receptores serotominérigo 5-HTja
(WERNER et al. 2009).

Muitas vezes as atividades antinociceptiva e antiinflamatoria estéo
relacionadas a capacidade antioxidante. A aspidospermina (60 pug= 38,21%), através
do método do fosfomolibdénio apresentou uma capacidade antioxidante 60% menor
que a do acido ascorbico. Porém, aspidospermina (50 e 60 pug= 123%), apresentou
uma capacidade antioxidante superior a rutina (60 pg= 100%). Pelo método acido
tiobarbiturico-espécies reativas, utilizando concentragcdes (100, 500 e 1000 ppm), a
aspidospermina (8,10, 10,10 e 34,59%, respectivamente) apresentou a atividade
antioxidante semelhante ao butil-hidroxitolueno (BHT - 10,73, 20,25 e 35,16%,
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respectivamente) e acido ascérbico (3,67, 14,87 e 21,73%, respectivamente). Outros
ensaios realizados com a aspidospermina (200 pg/mL) tais como enzimas catalase,
peroxidase e superoxido dismutase, nos quais houve inibicdo destas em 2,510U,
4,353umol de H.0, mint mg™ prot, e 44,933%, respectivamente. A atividade sobre a
catalase, peroxidade e superoxido dismutase foi semelhante a do acetato de
tocoferol (2,250U, 4,460umol de H,0, min™ mg™ prot, e 49,733%, respectivamente) e
acido ascorbico (1,661U, 1,723umol de H,O, min? mg® prot, e 47,267%,
respectivamente; DIAS, 2012).

A atividade antioxidante (catalase, peroxidade e superoxido dismutase) da
Fracdo Diclorometanica de Geissospermum vellosii (FrDcmGV) foi avaliada, sendo
que esta fracdo (0,151U, 2,483pumol de H,O, min® mg™* prot, e 32,433%,
respectivamente) influenciou a peroxidade de forma semelhante ao acido ascorbico
(1,661U, 1,723pumol de H,O, min™® mg™ prot, e 47,267%, respectivamente; DIAS,
2012). Esta capacidade antioxidante foi relacionada, também, a presenca de
sesamina e lupeol, pois estes constituintes sdo considerados bons oxidantes
(NONAKA et al. 1997; CHATURVEDI; BHUI; SHUKLA, 2008; CHUNG et al. 2010).

A aspidospermina, sesamina e F14 (mistura de aspidospermina + sesamina)
foram positivos (nas concentragdes de 2,5, 5, 10 e 15 ug/mL), ou seja, apresentaram
efeito imunomodulador, sendo capazes de estimular os neutréfilos humanos
promovendo a liberacdo de complexos reativos de oxigénio, semelhante ao éster de
forbol (Acetato de forbol miristato - PMA). Estas substancias ativam a proteina
quinase C, e o fator nuclear eritréide (Nrf2) que se ligam a elementos de resposta
antioxidantes (ARE) induzindo a produgédo de enzimas antioxidadentes. Portanto,
acredita-se que as substancias que estimulam os neutrdfilos a liberarem espécies
reativas de oxigénio (enzimas superoxido dismutase, ascorbate peroxidase, catalase
e polifenoloxidase), ou seja, imunomoduladoras, podem ser estudadas para a
utilizacdo em doencas parasitarias e bacterianas, onde a ativacdo dos neutrofilos
para liberacéo de espécies reativas de oxigénio seja necesséria (DIAS, 2012).

N&o foi encontrado na literatura estudo com avaliacdo da atividade
antileishmania para espécie G. vellosii. Este estudo relata, pela primeira vez, a
atividade antileishmania desta espécie. A seguir o Quadro 5, neste encontra-se a

sintese dos estudos bioldgicos ja realizados com a espécie.



Quadro 5 - Avaliacédo biolégica de Geissospermum vellosii.
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Atividade Biolégica v%;geatgl Amostra Atividade comprovada Referéncia
Cascas Fracao alcaloidica Ativo in vitro e in vivo em cancer de préstata BEMIS et al. 2009; CHANG et

Antitumoral

al. 2014

Nao descrito

Extrato hidroalcodlico

Ativo em cancer de ovario

YU e CHEN, 2014

Extrato etandlio, fracdes e

Ativo contra S. aureus, E. coli, S.

o _ aspidospermina epidermidis, S. typhimurium DIAS, 2012
Antimicrobiano Cascas - ; =
Extrato etandlico e fracies Ativo contra S. aureus, P. aeruginosa BRANDAO, 2012
¢ Ativo contra S. aureus Oxacilina Resistente SARAIVA, 2012
. Ativo vivo contra P. faciparum BERTANI et al. 2005
Extrato etandlico _ _ :
Ativo contra P. fa.C|parum cloroquina- MURIOZ et al. 2000
resistente
. L L Cascas Extrato metandlico e alcaloides Ativo contra P. faciparum sensiveis a
Antiplasmodica indolicos cloroguina MBEUNKUI et al. 2012
. - Ativo in vitro contra P. faciparum cloroquina- -
Extrato etandlico e fracbes resistente BRANDAO, 2012
Cascas Extrato etandlico Ativo in vivo contra P. berghei SANTOS e VOLPATO, 2015
Anticolinesterasica Cascas Extrato e_tanollco, fra(;oes e Efeito |n|t3|tpr|p da (_:ollnesterase e redugao LIMA et at. 2009
Geissospermina da amnésia induzida pela escopolamina
Antinociceptiva Cascas Extra’go etanc_Jllco, _fragoes e 1_2- Ativo no modelo, dg nocicepgéo induzida por WERNER et al. 2009
metoxi-1-metil-aspidospermidina 4cido acético
Antioxidante Cascas Extrato etandlico, fragbes e Ativo para efeito imunomodulador (acdo DIAS, 2012

substancias isoladas

antioxidante)
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2.2.1.2 Geissospermum sericeum Miers

A espécie Geissospermum sericeum Miers é uma arvore nativa da Ameérica
do Norte, Guianas e Brasil (FORZZA, 2010; WCSP, 2014). No Brasil € encontrada
nas Regides Norte e Sudeste, ocorrendo nos Estados do Para, Amapa, Amazonas,
Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo (CAMARGOS et al. 2001).

A G. sericeum é considerada espécie de floresta ndo manejada, sendo util
para alimentacdo de animais e com propriedades medicinais (RIBEIRO et al. 2013).
Essa espécie € conhecida como Acariquara Branca e Acarilba-rana, Acari-rana,
Pau-forquilha, Pau-pereira, Pereira, Quina-rana (RIBEIRO; COSTA; BARROSO,
1979), Acariranha (BOTSARIS, 2007) e Quina-quina (VEIGA e SCUDELLER, 2015).

A Quina-quina, por conta de sua casca amarga (semelhante ao alcaloide
quinino), é usada para a malaria (BRANDAO et al. 1992) e tratamento da febre no.
Suriname (MORTON, 1981) e Guiana (FANSHAWE, 1948). Além disso, é utilizada
na medicina popular para o tratamento de: dermatose, inflamacéo, Febre-do-
pantano (Anemia Infecciosa Equina; BOTSARIS, 2007), enxume (corpo inchado),
dor ao urinar, alergia (FREITAS e FERNANDES, 2006), tonico digestivo, tratamento
de problemas estomacais e vesicula (GONCALVES, 2010). Cha de G. sericeum é
utilizado para o tratamento de doencas venéreas, diabetes, diarreia, vermes e
coceiras (DEFILIPPS; MAINA; CREPIN, 2004). Ainda ha relatos do uso da decocc¢ao
da casca de G. sericeum como abortivo (MILLIKEN, 1997).

Na prospeccao fitoquimica do extrato etandlico obtido de cascas de G.
sericeum, alcaloide, flavonoide, tanino e saponina foram detectados (SAITO et al.
2006). Dos extratos obtidos das cascas de G. sericeum foram isolados os seguintes
alcaloides: geissospermina (Quadro 1:24, MANSKE e HARRISON, 1965),
geissoschizolina (Quadro 1:5), geissoschizolina N*o6xido (Quadro 1:20); 1,2
diidrogeissoschizolina (Quadro 1:21) e flavopereirina (Quadro 1:18; STEELE et al.
2002).

Estudos com avaliagdo antitumoral e antiplasmoédico foram encontrados na
literatura referente a espécie G. sericeum (Quadro 6). Em geral, estas atividades tém
sido relacionadas aos alcaloides.

A atividade antitumoral e citotoxicidade de alcaloides [(-carbolinicos

(alstonina, serpentina, sempereirina e flavopereirina) foram avaliadas em células


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Botsaris%20AS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Botsaris%20AS%5Bauth%5D

47

tumorais de mama e linhagens ndo tumorais, respectivamente. O parametro utilizado
foi a inibicdo da sintese de DNA nas células tumorais e normais. Os alcaloides
interferem nesse processo de iniciacdo e ndo no alongamento, sendo esta inibicdo
seletiva para as células tumorais. Os alcaloides ainda inibiram a ligacdo de
esteroides em seus receptores nas células do cancer de mama, porém este efeito
inibitério foi revertido pelo o aumento da concentragédo de esteroides (BELJANSKI e
BELJANSKI, 1982).

Em outro estudo, a flavopereirina, diidroflavopereirina e PB-100 (mistura de
flavopereirina e diidroflavopereirina) foram submetidos a avaliagdo da atividade
antitumoral, utilizando linhagem de células humana de cancer do: cérebro (U251,
CFF-STTG-1, SW 1088, C6), colo (LoVo, CaCo-2), figado (Sk-hep 1), rim (A 498),
pele (G-361), ovéario (ES 2, SW 626), mama (ZR-75-1, MCF-7), pancreas (MIA
PaCa2), prostata (PC3) e tiredide (TT). Também utilizaram linhagens de células
normais: cérebro (CRL 1656), colo (CCD-18Co), figado (Clone 9), rim (NRK-49F),
pele (CCD-974Sk). A concentracdo de 100 ug/mL de PB-100 foi a mais ativa com
inibicdo de 80 a 90% entre as diferentes linhagens de células, isto €, PB-100 foi ativo
para 16 diferentes linhagens celular tumorais, incluindo as resistentes aos farmacos
e ndo inibiu a multiplicacdo de células normais (manteve 95% das células normais
vidveis). A flavopereirina e diidroflavopereirina mostraram a mesma atividade
antitumoral, confirmando a hipotese de que estes dois alcaloides sédo responsaveis
pela atividade de PB-100 (BELJANSKI, 2000).



48

Quadro 6 - Avaliacdo biolégica de Geissospermum sericeum.

Atividade Bioldgica Orgéo vegetal Amostra Atividade comprovada Referéncia
N0 descrito Acaloides B-carbolinicos Inibicdo seletiva de DNA em células tumorais BELJANSKI e
de mama BELJANSKI, 1982
Antitumoral

Ativo para 16 diferentes linhagens celular de

N&ao descrito Acaloides B-carbolinicos . : ) BELJANSKI, 2000
diferentes locais no organismo humano.
Cascas Extrato aquoso Inativo contra P. berghei CARVALHO, 1991
Antiplasmodica
Cascas Extrato metanol:agua (9:1) e Ativo contra P. falciparum STEELE et al. 2002

alcaloides
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O extrato metanol:agua (9:1) de cascas de G. sericeum e seus alcaloides
geissoschizolina (quadro 1:5), geissoschizolina N*6xido (quadro 1:20), 1,2-
diidrogeissoschizolina (quadro 1:21) e flavopereirina (quadro 1:18) foram submetidos
a avaliacdo da atividade antiplasmaddica (clone de Plasmodium falciparum multidroga
resistente K1 e sensivel T9-96) e a citotoxicidade. O extrato foi ativo (Clsp= 1,78 uM)
contra K1, e geissoschizolina e geissoschizolina N*-6xido apresentaram baixa
seletividade (1S= 1; Clsgp e CCsp > 40 pM). A 1,2-diidrogeissoschizolina apresentou
maior atividade no clone resistente (K1 - Clsg= 27,26 uM; T9-96 - Clso= 35,37 uM) e
a flavopereirina foi a mais ativa no P. falciparum (K1- Clsp= 11,53 uM e T9-96 -Clso=
1,83 uM), porém seu indice de seletividade foi muito baixo para o clone resistente e
elevado para o parasito sensivel (CCso= 10,7 puM; IS= 0,93 para K1; 1S= 5,85 para
T9-96; Tabela 1; STEELE et al. 2002).

Os extratos (cloroférmico, etandlico e aquoso liofilizado), obtidos das cascas
de G. sericeum, foram submetidos a avaliacdo antimalarica em camundongos
infectados com Plasmodium berghei (dose= 250, 500 e 1000 mg/kg de peso, por 4
dias consecutivos de tratamento). As parasitemias foram avaliadas no 5° e 8° dias,
nao sendo observadas redu¢des nas taxas da parasitemia em nenhum extrato e em
nenhuma das doses utilizadas (CARVALHO, 1990).

Tabela 1 - Atividade antiplasmédica in vitro e citotoxicidade de alcaloides obtidos de G. sericeum

Atividade plasmoica Citotoxicidade
Amostras (Clgp: uM) (CCsgp: uM) IS
K1 T9-96 CCs
Extrato® 1,78 + 0,047 nt* Nt nd**
Geissoschizolina > 40 > 40 > 40 nd**
1 > 40 > 40 > 40 nd**
2 27,26 £ 10,9 35,37+ 2,36 > 40 nd**
Flavopereirina 11,53 + 0,54 1,83+ 0,10 10,7 £ 1,45 0,93; 5,85

Fonte: STEELE et al. 2002.

Legenda: CCsy = Concentragao citotoxica para 50% das células. a. Extrato: Metanol:agua; 1.
Geissoschizolina N4-6xido; 2. 1,2-diidrogeissoschizolina. *nt = ndo testada. **nd = nao
determinado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar estudos farmacognosticos, fitoquimicos, atividade antileishmania e
citotoxicidade de Geissospermum vellosii Allemdo e Geissospermum sericeum

Miers.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar, em termos farmacognadstico, os pés das plantas;

e Realizar estudos fitoquimicos, visando o isolamento de alcaloides de
Geissospermum vellosii Allemé&o e Geissospermum sericeum Miers;

e Avaliar a atividade antipromastigota de extratos, fracdes e substancias puras
frente a Leishmania (L.) amazonensis;

e Determinar a citotoxicidade dos extratos, fracbes e/ou substancias puras
frente & macréfagos e células tumorais hepaticas;

e Determinar o indice de seletividade de extratos, frac6es e substancias puras;

e Avaliagdo o sinergismo entre as substancias puras e o controle positivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 EQUIPAMENTOS

e Autoclave - Phoenix;

e Balanca analitica - Bioprecisa, modelo FA2104 N Eletronic Balance;

e Banho Maria - SOLAB Cientifica, modelo SL150;

e Banho de Ultrassom - Tecnal Equipamentos para laboratério, modelo 2210
Branson;

e Cabine de fluxo laminar vertical - Pachane, modelo PA 310;

e Camara de contagem Neubauer espelhada - Improved,;

e Camara de CO;- Insight Pesquisa e Ensino;

e Capela - Quimis;

e Centrifugada refrigerada - Cientec Equipamentos para Laboratério, modelo
CT-600R,;

e Contador manual de células — DIGETIMER,;

e Dessecador de vidro;

e Destilador de agua;

e Estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) - Byosistens Com.
Importadora e Exportadora de Equipamentos para Laboratério LTDA, modelo
HF212UV,

e Estufa - Medicate Produtos Médicos, modelo MD 1.2;

e Evaporador rotatorio - Fisatom;

e Geladeira;

¢ Incubadora de CO2 - Ultrasafe, modelo HF212 UV;

e Leitora de Microplacas - Biotek, modelo ELX 808;

e Micropipetas, volume ajustavel de 10-100 uL e de 100-1000 uL — Paguepet;

e Microscopio invertido - Zeizz, modelo Axiovert 25;



4.1.2.

4.1.3
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Microscopio optico Eclipse, modelo E200 - NIKON;

Sistema de filtracdo a vacuo 250 mL, membrana 0,22 uym- TPP-Switzerland.

SOLVENTES

Acetato de etila, Acido acético, Acido cloridrico, Acido férmico, Acido fosférico;
Acido sulfurico, Cloroférmio, Diclorometano, Eter etilico, Hidroxido de amonio;
Metanol (Isofar®);

Acetonitrila grau CLAE, Metanol grau CLAE (Tedia Company®);

Agua deionizada (filtrada em sistema Milli-Qplus);

Cloroférmio-D4 deuterado (Merck®):

DMSO (Sigma Aldrich®);

Etanol (Souza Cruz®);

Metanol-D4 deuterado (Merck®).

FASES ESTACIONARIAS

Coluna de fase reversa RP 18 (5 uM) 12,5 cm LiChrocart 125-4 (Meck
Millipore®);

Silica gel 60 para cromatografia de camada delgada Flash (Merck);

Sephadex LH-20.

4.1.4 MATERIAIS PLASTICOS, DE METAL E DE VIDRO

Cuba cromatografica;
Espatulas de metal;

Espalhador;



Estantes plasticas;

Garrafas para cultura de células 75 cm? - TPP-Switzerland;

Garrafas para cultura de células 25 cm?- SPL Life Sciences;
Laminula 13 mm circular G13C - Glasscyto;

Placas de cultura de células de 24 pocos com tampa - TPP;

Placas de cultura de células de 96 pocos, fundo chato com tampa - TPP;
Placas preparativas - tamanho 20 x 20 cm;

Ponteira 200 pl amarela, tipo universal - Labware Manufacturing CO;
Ponteira 100-1000 pl, azul, tipo universal - Kartell SPA,

Tubo cbnico graduado 15 mL néo estéril (Tipo Falcon);

Tubo cénico graduado 50 mL estéril (Tipo Falcon) - Becton-Dicknson;
Tubos de microcentrifuga (Tubos eppendorf) de 1,5 mL- Kartell SPA,

Suporte de ferro.

4.1.5 VIDRARIAS

Baldo volumétrico de 500 e 1000 mL - Laborquimi;
Bastéo de vidro;

Becker de 600 e 1000 mL - Satelit;

Erlenmeyes de 250 e 2000 mL - Vidrolabor;

Funil de separacéo de 100 mL - Schott Duran;
Pipetas de vidro graduadas de 1 mL, 5 mL e 10 mL - Vidrolabor;
Proveta de 250, 500 e 1000 mL - Vidrolex;

Baldes de fundo redondo de 100, 250 e 500 mL;
Bastéo de vidro;

Béqueres de 10, 50, 100, 500 e 1000 mL;

Coluna cromatogréfica de vidro 100 x 2,5 cm;
Condensador em bolas;

Cubas cromatogréficas;

Erlenmeyers de 50, 100, 250 e 500 mL;

Espatulas de metal;
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e Frascos Eppendorf - Sigma Chemical Company;
e Frascos de penicilina 50 mL;

e Funis de separacdo de 250 mL e 2000 mL;

e Membranas filtrantes Millipore, Millex F6 0,2 mm;
e Papel aluminio comercial,

e Papel de filtro MN 618;

e Pipetas de Pasteur de vidro;

¢ Pipetas volumétricas de 10 e 20 mL;

e Tubos vials para CLAE.

4.1.6 MEIO DE CULTURA E OUTROS

e Anfotericina B 50 mg sol. inj. - Cristélia produtos farmacéuticos;

e Bicarbonato de sédio - Sigma-Aldrich;

e Cloreto de sédio P.A - Cromoline quimica fina Ltda;

e Corante Azul de Tripan em solugcédo (0,4%/100 mL) testado para cultura de
célula- Sigma-Aldrich;

e Corante Giemsa - Dinamica quimica contemporanea Ltda;

e Forbol-12-miristato-13-acetato, PMA;

e [Fosfato de sédio monobasico anidro P.A - Labsynth produtos para laborat6rio;

e Fosfato de sodio dibasico anidro P.A - Labsynth produtos para laboratorio;

e Gentamicin (Sulfato de gentamicina) 80 mg/2mL solugdo injetavel -
NovaFarma Industria Farmacéutica LTDA,

¢ Infuséo de Agar base para Agar sangue - Becton Dickinson Ltda;

e Meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) com glutamina e 25
MM HEPES, isento de bicarbonato de sédio - Sigma-Aldrich;

e Bicarbonato de sédio - Sigma Aldrich;

e Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium (MTT, 500 mg) -
Sigma-Aldrich;

e Penicilina G - Sigma Aldrich;

e Soro bovino Fetal - Gibco®.
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4.1.7 REVELADORES PARA CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

4.1.7.1 Reagente Dragendorff

Solucédo A: 0,850 g de subnitrato de bismuto, 10,0 mL de acido acético e 40,0
mL de agua destilada. Solucdo B: 8,0 g de iodeto de potassio em 20,0 mL de agua
destilada. As solucdes foram combinadas, na proporcéo de 1:1, resultando numa
solucdo estoque. Para pulverizacdo nas placas cromatograficas diluiu-se 2,0 mL de
solucéo estoque com 4,0 mL de &cido acético glacial e 20,0 mL de agua destilada
(WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984).

4.1.8 PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO

4.1.8.1 Meio RPMI 1640 (com L-Glutamina e sem Bicarbonato de sddio) incompleto

e meio completo

O meio foi preparado com 800 mL de agua ultrapura (Milli-Q®) em constante
agitacdo. Em seguida, adicionou-se bicarbonato de sbédio (2 g), D-glicose (2 g;
dextrose), tampédo HEPES (5,98 g), RPMI 1640 (10,4 g) em p6 e completou-se com
agua ultrapura até o volume de 1000 mL. Logo apés, ajustou-se o pH do meio (pH=
7,2). O meio foi esterilizado em membrana de 0,22 ym e acondicionado em frascos
estéreis a 4 °C. Para a confeccdo de 40 mL do meio RPMI completo foram
adicionados 4 mL de soro fetal bovino desnaturado (56 °C/20 min) e 0,4 mL de uma
solucdo de antibidtico (Penicilina-Estreptomicina, liquido - 10.000 U/mL de penicilina
+ 10.000 pg/mL de estreptomicina, Gibco®), previamente preparada. O preparo
deste meio segue o Protocolo Experimental do Instituto Evandro Chagas
(IEC/SVS/MS).
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4.1.9 MATERIAL BIOLOGICO

4.1.9.1 Espécie de Leishmania

O parasito utilizado foi Leishmania (L.) amazonensis (concedido pelo
IEC/SVS/MS) isolado de caso humano procedentes de Ulianépolis, Estado do Para
(Quadro 7).

Quadro 7 - Designacédo da cepa de Leishmania utilizada no estudo.

Registro Espécie Origem geogréfica

MHOM/BR/2009/M26361 Leishmania (L.) amazonensis Uliandpolis — PA

4.1.9.2 Linhagem Celular

Para os testes de viabilidade celular (método MTT) foram utilizadas a
linhagem celular de leucemia monocitica aguda humana (THP-1; ATCC n°. TIB 202)
e uma linhagem celular permanente HepG2, oriunda de figado humano, ambas

adquiridas do acervo do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).

4.1.10 MATERIAL VEGETAL

As cascas de Geissospermum vellosii Alleméo foram coletadas em area de
terra firme, no dia 13 de dezembro de 2012, vila do Anani, municipio de Peixe-boi,
Estado do Par4, cuja exsicata consta com o registro MG-Etn-00245.

As cascas de Geissospermum sericeum Miers foram coletadas no dia 26 de
abril de 2013, periodo da manha, na regido de Volta Grande do Xingu, em Belo
Monte, Terra do Meio, Serra do Pardo, municipio de Altamira, Estado do Para, nas
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coordenadas S 41°10'86” W 41°53'51,6”.
As espécies foram identificadas pela Dra. Mérlia Regina Coelho Ferreira e

encontram-se depositadas no Museu Paraense Emilio Goeldi (Jodo Murca Pires).

4.2. Métodos

4.2.1 ESTUDO FARMACOGNOSTICO

4.2.1.1 Analise granulométrica

A amostra de 25 g do p6 seco do material vegetal foi colocada sobre um
conjunto de tamises de malhas de abertura nominal 1,70 mm, 710 pm, 355 um, 250
pm, 180 um, 125 pm, provido de tampa e fundo coletor. O conjunto de tamises foi
colocado em tamisador vibratério e submetido & passagem forgada por vibragdo na
escala 6,5 do aparelho durante 15 minutos e, em seguida, as fracdes recolhidas dos
tamises e do fundo coletor foram pesadas conforme metodologia da Farmacopeia

Brasileira (BRASIL, 2010b). Este procedimento foi realizado em triplicata.

4.2.1.2 Determinagéo da densidade bruta

Para determinacéo da densidade bruta foi utilizado o método da proveta, onde
o0 p6 do material vegetal foi transferido para uma proveta de 25 mL, com peso
conhecido, até completar o volume de 15 mL. Durante a transferéncia do pé para a
proveta, foram feitos movimentos visando a remocao de ar entre as particulas. Em
seguida, a proveta contendo o po foi pesada, e pela diferenca de pesos, foi obtido o
peso de po contido na proveta. A densidade foi calculada através da relacdo entre
peso do p6 e o volume (15 mL) de acordo com os procedimentos de Lachman,
Lieberman e Kanig (2001). As determinac¢des foram realizadas em triplicata.
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4.2.1.3 Determinacgéo da perda por dessecacéo (teor de agua)

A amostra de 2 g do material vegetal foi transferida para um pesa-filtro chato
dessecado, nas mesmas condi¢des do teste a ser realizado, até peso constante. O
pesa-filtro contendo a amostra foi pesado e tampado. Em seguida, agitado para
uniformizar a amostra. O pesa-filtro foi colocado destampado juntamente com a
tampa na estufa. A amostra foi secada a 105-110 °C, primeiramente por cinco horas,
e depois, de hora em hora, até peso constante, ou seja, diferenca entre pesagens
menores do que 0,5 mg, conforme Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010b). O

resultado foi expresso pela média de trés determinacoes.

4.2.1.4 Determinagéo do teor de cinzas totais

A amostra de 3 g do material vegetal foi transferida para um cadinho de
porcelana, previamente calcinado a 450 °C em forno mufla, estabilizado sob as
mesmas condi¢des do teste. O material foi uniformizado no cadinho e submetido a
calcinacdo por uma hora, resfriado em dessecador por 30 minutos e pesado em
balanca analitica. Este procedimento foi repetido até a diferenca de peso entre duas
pesagens consecutivas ndo ultrapassar 0,5 mg, conforme Farmacopeia Brasileira

(BRASIL, 2010b). As determinag¢des foram realizadas em triplicata.

4.2.1.5 Determinacgéo do pH

Uma solucéo a 1% (p/v) do pé do material vegetal em agua destilada foram
aquecidos até ebulicdo em chapa-elétrica por 5 minutos, seguida de filtracdo a
guente em papel filtro; apos resfriamento, as medidas de pH foram obtidas atraves
de potencidmetro previamente calibrado (BRASIL, 2010b). Os resultados foram

obtidos pela média de trés determinagdes.
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4.2.1.6 indice de espuma

A amostra de 2 g do p6 vegetal foi transferida para um erlenmeyer contendo
50 mL de agua fervente. A mistura foi fervida por 30 minutos. Apos resfriamento, o
residuo foi separado por filtragdo e a solucdo resultante transferida para um balédo
volumétrico de 100 mL. A extracdo do mesmo material foi repetida utilizando
porcdes sucessivas de 10 mL de agua fervente até completar o volume de 100 mL.
O decocto foi distribuido em 10 tubos de ensaio com tampa (1,6 cm de didmetro x 15
cm de altura), em uma série sucessiva de 1, 2, 3, até 10 mL, o volume de cada tubo
foi ajustado com agua destilada até completar 10 mL. Os tubos foram agitados e
deixados em repouso por 15 minutos, para entdo, as medidas da altura da espuma
de cada tubo serem analisadas (BRASIL, 2010b). Este procedimento foi realizado
em triplicata.

4.2.2 ESTUDOS FITOQUIMICOS

As cascas de G. vellosii e G. sericeum foram lavadas em agua corrente e
mergulhadas em alcool 70% para retirada de impurezas e, posteriormente, secas em
estufa com ventilacdo a ar forcado por 7 dias. Em seguida, triturou-se o material em
moinho de facas, obtendo-se o p6 das cascas do qual foi preparado o extrato
etanodlico. Os extratos etandlicos (EEGV e EEGS) foram obtidos por maceracdo
exaustiva, sendo recolhida a solucao extrativa a cada 24h (8 dias consecutivos, com
volume final de 16L). Essa solucao foi concentrada até residuo em rotaevaporador
(T=40-45 °C), o residuo foi seco em estufa a 40 °C até peso constante.

Para o fracionamento dos extratos utilizou-se as seguintes metodologias: re-
extracao sob refluxo, particdo acido-base e coluna cromatogréfica aberta.

Na metodologia de re-extragcdo sob refluxo, os extratos etandlicos foram
submetidos a um sistema de refluxo e solventes de polaridades crescentes (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol). O extrato etandlico (5 g) foi colocado em
baldo de fundo redondo, acrescentado o solvente (100 mL) e aquecendo-o (40 °C)

sob refluxo por 20 minutos. O procedimento foi repetido por 3 vezes em cada
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solvente (VALE et al. 2015; Figura 4), obtendo-se as seguintes fracdes (FrHex;
FrDcm; FrACoET; FrMeOH) de ambas as espécies (Tabela 2).

LEE (59) |

Re-extragdo sob refluxo durante 20 min. com Hex por 3 vezes, seguido de filtragéo

Residuo

Re-extracdo sob refluxo durante 20 min. com Dcl por 3 vezes, seguido de filtragdo

FriHex

Residuo

Re-extracdo sob refiuxo durante 20 min. com ACoET por 3 vezes, seguido de filtracdo

FrDecm

Residuo

Re-extracdo sob refluxo durante 20 min. com MeOH
por 3 vezes, seguido de filtragdo

FrvieOH

FrACoET

Figura 4 - Fracionamento sob refluxo dos extratos etandlicos de cascas de G. vellosii e G. sericeum.

Legenda: Hex- Hexano; Dcl-Dicloro metano; ACoET- Acetato de etila; MeOH-Metanol; EE-extrato
etandlico; FrHex- fracdo hexanica do extrato etandlico; FrDCM- fracéo diclorometanica do
extrato etandlico; FrACOET- fracdo acetato de etila do extrato etandlico; FrMeOH- fracdo
metandlica do extrato etandlico.

A segunda estratégia de fracionamento utilizada foi a particdo acido-base. Os
extratos etandlicos (EEGV e EEGS) foram solubilizados em alcool etilico (10 mL),
entdo, adicionou-se solucdo de HCL (3%v/v) até pH 3,0, seguido de diclorometano
(cerca de 250 mL x 3 vezes), e entédo recolheu-se a Fragdo de Neutros. Na solucao
aquosa acida foi adicionado hidréxido de aménio até pH 9,0. Depois, adicionou-se
diclorometano (250 mL x 3 vezes), em seguida coletou-se a Fragdo Alcaloidica
(Figura 5; Tabela 2).
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Extrato Etandlico

HCL 3%

DICLOROMETANO

A J h 4

Fracédo neutra Fracdo aquosa acida

NH4OH
pH=9

DICLOMETANO

r b
Fracao alcaloidica Fracdo aquosa
alcalina

Figura 5 - Particao acido-base dos extratos etandlicos de G. vellosii e G. sericeum.

Tabela 2 - Massa das amostras obtidas de G. vellosii e G. sericeum.

Amostras Massa Amostras Massa
EEGV 10,13 g EEGS 10,99 ¢
FrHexGV 0,09¢ FrHexGS 0,219
FrDcmGV 0,29 ¢ FrDcmGS 0,212 g
FrACOETGV 0,11 ¢ FrAcCOETGS 0,06 g
FrMeOHGV 4,859 FrMeOHGS 3,53 ¢
FAGV 2,14 g FAGS 0,87 g
FNGV 1,379 FNGS 0,54 g

Legenda: GV: Geissospermum vellosii; GS: Geissospermum sericeum; EE: Extrato Etandlico; FrHex:
Fracdo Hexanica; FrDcm: Fracdo Diclorometanica; FrAcOET: Fracdo Acetato de Etila;
FrMeOH: Fragdo Metandlica; FA: Fracdo Acaloidica; FN: Fragao de Neutro.

Visando o isolamento de alcaloides, as fragfes alcaloidicas (FAGV e FAGS)
foram submetidas ao fracionamento em coluna cromatografica aberta (dimensdes:
30 cm de altura por 1,5 cm de diametro), utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH-20 e fase movel o metanol. As fracdes FAGV e FAGS (1,6858 g e
1,4015 g, respectivamente) foram eluidas originando as subfragfes de 80-100 mL
descritas na Tabela 3. Extratos, fracbes e subfracbes foram avaliadas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), tendo reagente de Dragendorff e UV

(365 nm) como relevadores.
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Tabela 3 - Rendimentos das subfracdes de G. vellosii e G. sericeum obtidas por coluna de Sephadex.

Subfracdo FAGV Peso (mg) Subfracdo FAGS Peso (mg)
F1FAGV 7,0 F1FAGS 0,0
F2FAGV 9,6 F2FAGS 81,6
F3FAGV 36,1 F3FAGS 70,1
FAFAGV 80,3 FAFAGS 112,5
F5FAGV 547,3 F5FAGS 61,7
F6FAGV 455,9 FBFAGS 489,7
F7TFAGV 46,3 F7FAGS 153,7
F8FAGV 17,4 FBFAGS 23,9
FOFAGV 72,2 FOFAGS 7,8
F10FAGV 28,3 F10FAGS 7.8
F11FAGV 31,3 F11FAGS 88,1
F12FAGV 23,2 F12FAGS 88,5
F13FAGV 16,8 F13FAGS 86,0
F14FAGV 20,3 F14FAGS 7.3
F15FAGV 27,2 F15FAGS 84,3
F16FAGV 23,8 F16FAGS 4,6
F17FAGV 194,0 F17FAGS 2,3
F18FAGV 20,4 F18FAGS 8,9
F19FAGV 12,9 - -
F20FAGV 47,2 - -
F21FAGV 17,0 - -
F22FAGV 14,4 - -
F23FAGV 12,9 - -
F24FAGV 11,4 - -

Legenda: GV: Geissospermum vellosii; GS: Geissospermum sericeum; FAGV ou FAGS - Fracéo
Alcaloidica; FIFAGV ou F1FAGS - SubFracéo 1 da Fragdo Acaloidica.

4.2.2.1. Caracterizacao dos extratos e fragbes

Os extratos etandlicos (EEGV e EEGS), as fracdes (FAGV e FNGV; FAGS e
FNGS) e subfracdes (F6FAGV e F6FAGS), foram analisadas em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um Detector de Arrajo de Diodos (CLAE-DAD).

As amostras (1 mg) foram solubilizadas em metanol grau CLAE (1 mL) sob
sonicagcdo. Em seguida, apenas os extratos foram filtrados em cartucho SPE fase
C18 para reducao da pigmentacéo, depois disso, todas as amostras (1 mL) foram
transferidas para frasco de CLAE (vial). Para realizacdo das analises em CLAE
utilizou-se coluna SunFire™ C18 (5 pum; 4 6x150 mm), fluxo de 1 mL, temperatura de
eluicdo de 16-18 °C, tempo de eluicdo de 15 min. e as leituras foram realizadas na
faixa de comprimentos de onda de 212-600 nm, registrando-se cromatogramas nos
comprimentos de onda de 212, 254, 340 e 420 nm para todas as amostras. A

eluicao foi realizada em sistema isocratico de agua (A) e acetonitrila (B; Tabela 4).
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Tabela 4 — Sistema de eluicdo empregado nas analises por CLAE-DAD.

TEMPO (min.) Fluxo (mL/min.) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 1 80 20
15 1 80 20

Legenda: Eluente A: agua; eluente B: acetonitrila.

A partir das analises de CCD e CLAE-DAD, as subfracbes 6 (F6FAGV e
F6FAGS) foram slecionadas para fracionamento em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiente semipreparativa (CLAE-DAD semiprep.).

As amostras (100 mg) foram solubilizadas em metanol grau CLAE (2 mL) sob
sonicacdo. Em seguida, apenas 500 pyL do diluido foram injetados. Para realizacéo
das analises em CLAE-DAD semiprep., utilizou-se coluna SunFire™ Prep. C18
OBD™ (5 pum; 19x150 mm), fluxo de 10 mL, temperatura de eluicdo de 16-19 °C,
tempo de eluicdo de 10 min., com coletas realizadas de acordo com a faixa de
comprimento de onda de 325 nm, registrando-se cromatogramas nos comprimentos
de onda de 212, 254, 340 e 420 nm para todas as amostras. A elui¢cao foi realizada
em sistema isocratico de agua (A) e acetonitrila (B; Tabela 5).

Tabela 5 — Sistema de eluicdo empregado nas analises por CLAE-DAD semipreparativa.

TEMPO (min.) Fluxo (mL/min.) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 10 80 20
10 10 80 20

Legenda: Eluente A: agua; eluente B: acetonitrila.



64

As subfragdes foram analizadas em CLAE-DAD, em seguida foram
selecionadas as subfragbes (F3F6FAGV; FAF6FAGV; F3F6FAGS e F7F6FAGS)
para andlise em espectrometria de Massa (LC-MS) e em Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN).

As andlises em LC-MS (WATER® ACQUITY TQD SYSTEM/ESI), utilizaram 1
mg das amostras, solubilizadas em metanol grau CLAE (1 mL), sob sonicac&o por 5
minutos. As condicfes cromatograficas adotadas foram: coluna de fase reversa
CSH130 C18, deteccéao Triplo Quadrupolo (TQD), forno da coluna a 40 °C, utilizando
diferentes solventes (metanol, acetonitrila, H,O 0,1% &cido férmico. Na obtencéo do
espectro de massas empregou-se um sistema de lonizacdo por Spray de Elétrons
(ESI), com voltagem do capilar (3), voltagem do cone (30-35) e energia de colisdo de
(23-32), como modo positivo de elétron spray, analisados de acordo com perfil dos
metabolitos isolados.

Para identificagdo das substancias isoladas foi utilizado método
espectroscopico de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13
(RMN 'H e C*3), 1D e 2D. No caso do *H RMN, a andlise foi feita a 25 °C, utilizando-
se o0 Tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Foi utilizado o metanol
deuterado para solubilizar as amostras.

O esquema das etapas fitoquimicas para compreensdo da realizacdo dos

ensaios biolégicos estdo descritas na Figura 8.

4.2.3 AVALIACAO BIOLOGICA

4.2.3.1. Atividade antileishmania

4.2.3.1.1. Cultivo e manutencado das formas promastigotas de Leishmania

A forma promastigota da espécie L. (L.) amazonensis foi cultivada em meio de
cultivo Novy-Nicolle-Mcneal (NNN). Os parasitos (100 pL) foram transferidos para o
meio de crescimento RPMI 1640 (5,0 mL), mantido a 25 °C + 1 °C. A avaliacdo do
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desenvolvimento e multiplicacdo das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
foi realizada através de curvas de crescimento adaptada para microscopio binocular.
Esta curva consiste na quantificacdo de formas promastigotas realizada em camara
hemocitométrica de Neubauer. Para a realizacdo da contagem, foram retirados 10
ML da suspensdo de promastigotas e a parte da camara utilizada para contagem dos
parasitos € a mesma utlizada na contagem de leucécitos, com o auxilio de
microscopio optico em aumento de 40X. Na contagem, rosetas ou emaranhados nao
foram incluidos. Os quatro quadrantes foram contados e calculados a média
(URDAPILLETA, 2006). O numero de parasitos foi quantificado em intervalos de 24
horas por dez dias consecutivos, e a contagem quase sempre foi realizada no
mesmo horario.

ApOs a determinacdo da curva, estabeleceu-se que seriam realizadas
passagens semanais. Nas passagens posteriores partiu-se da suspensao de
promastigotas em meio RPMI, realizando-se uma diluicdo 1:9 (suspensdo de
promastigotas: meio RPMI completo), mantendo-se o cultivo na mesma condicdo de

temperatura citada anteriormente.

4.2.3.1.2. Ensaio da Atividade Antipromastigota

Cultivos contendo forma promastigota de L. (L.) amazonensis, durante a fase
logaritmica de crescimento, foram centrifugados (3500 rpm/ 10 minutos). O “pellet”
foi ressuspendido em meio RPMI completo, as promastigotas quantificadas em
camara de Neubauer e ajustadas para uma concentracdo correspondente a 5 x 10°
parasitos/100 uL. Esta suspenséao foi distribuida em placas de cultura de células com
fundo chato pré-dosificadas (100 puL/pogo). Na Figura 6, encontra-se detalhada as
concentracfes utilizadas do extrato, fracdes, subfracdes, substancia pura e/ou em
associagao (sinergismo, proporcdo de 1:1 entre substancias puras e/ou associadas
com a anfotericina B; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ug/mL), dos controles
negativos (controle do solvente: MeOH evaporado + suspenséo do parasito + meio)
e do controle positivo (Anfotericina B: 25; 12,5; 6,25; 3,125, 1,5625 e 0,7812 pg/mL).
As placas foram incubadas (26 °C/24 h).
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Figura 6 — Modelo esquematico das placas de 96 pocos de fundo chato e da distribuicdo das
sustancias testadas que estéo representadas por cores.
Legenda:

. Controle negativo . Controle do solvente O Branco O Controle positivo O

Extrato . O Fractes e/ou substancia pura

Apbs o periodo de incubacgdo, foram adicionados 10 pyL de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazodlio (MTT, 5 mg/mL) em cada poco. A placa foi
recoberta com papel aluminio, sucedendo-se nova incubacéo por 4 h em estufa a 26
°C para que o MTT seja metabolizado e, consequentemente, fossem formados os
cristais de formazam. Desse modo, a producdo de formazan pela atividade de
succinato desidrogenase mitocondrial reflete a proporcdo de células vivas em
processo de estresse oxidativo causado pelos farmacos em teste. Apds 4 h, foi
adicionado 10 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), para solubilizar os cristais de
formazan gerados, através de agitacdo manual por 5 min. Em seguida, realizou-se a
leitura da densidade Optica das amostras em leitor de placas de ELISA sob
comprimento de onda de 490 nm. A viabilidade da forma promastigota foi avaliada
com base no metabolismo do MTT, sendo a mesma proporcional ao valor da
absorbéancia gerada. A porcentagem de células viaveis (promastigota) foi calculada
pela seguinte férmula, adaptada de Ngure et al. (2009):

% viabilidade = abs. dos pocos com amostra — abs. dos reagentes (branco) X 100
abs. dos pocos sem amostra — abs. dos reagentes (branco)

Abs = absorbancia
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A Concentracgéo Inibitoria 50% (Clsp) € a concentracdo que causa a reducao
de 50% das células em crescimento (vidveis) e foi determinada pelo programa
GraphPad Prism versado 6.0 atraves da leitura realizada em leitor de placas de

ELISA, adotando-se os seguintes critérios Mota et al. (2015; Quadro 8):

Quadro 8 - Interpretacdo dos resultados da avaliacdo antipromastigota.

Clso pg/mL Resultados
Menor ou igual a 100 Ativo
Entre 101-200 Moderadamente ativo
Acima de 200 Inativo

Fonte: MOTA et al. 2015.

4.2.3.1.3 Conversdo dos mondcitos em macrofagos

Inicialmente as células THP-1 (10 min./1.200 rpm) foram centrifugadas. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e o “pellet” ressuspendido em 1 mL de Soro
Bovino Fetal (SBF) para ajustar a concentracdo 2-4 x 10° células/poco (mondcito).
Apoés calculo da concentracdo, adicionou-se meio RPMI 1640 (ja com forbol-PMA,
na concentracdo de 200 nmol/L) completo. Depois disso, foi realizado distribuicdo do
ressuspendindo em placas para cultura de células de 96 pocos de fundo chato, 100
ML por pocgos. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa com atmosfera de 5%
de CO, durante 3 dias para promover a diferenciacdo das células THP-1 de
mondcitos para macréfagos. O protocolo de diferenciacdo foi adaptado de
Daigneault et al. (2010). Apés o periodo de incubacdo, as culturas foram
visualizadas em microscopio invertido para observacdo dos macréfagos aderidos e
0s pogos lavados 3 vezes com meio RPMI 1640 (37 °C) para remover possiveis
células ndo aderentes (TEMPONE et al. 2004).
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4.2.3.1.4 Cultivo e manutencao das linhagens celulares

As células THP-1 foram cultivadas em garrafas (75 cm?), em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SBF, 100 pg/mL de estreptomicina e 60 pg/mL de
penicilina. Esta linhagem foi cultivada em garrafas de cultura, armazenadas em

incubadora de gas CO, a 37 °C em atmosfera imida com 5 % de CO..

4.2.3.1.5 Ensaio de viabilidade celular (método MTT)

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Mosmann et al. (1983). A suspenséo de macroéfagos foi ajustada para 2-
4 x 10° macréfagos por poco em um volume final de 100 pL de meio RPMI 1640
(com éster de forbol - Forbol-12-miristato-13-acetato, PMA) completo e distribuida
em placas para cultura de células de 96 pocos de fundo chato. As placas foram
incubadas a 37 °C em estufa com atmosfera de 5 % de CO, durante duas horas
para aderéncia dos macrofagos aos pocos. Apds o periodo de incubacao, as
culturas foram visualizadas em microscopio invertido para observacdo dos
macrofagos aderidos e os pocos lavados 3 vezes com meio RPMI 1640 (37 °C) para
remover possiveis células ndo aderentes (TEMPONE et al. 2004). Apds as lavagens
as placas foram incubadas na presenca dos extratos, fracbes; substancias puras
e/ou em associagao (sinergismo, proporcdo de 1:1 entre substancias puras e/ou
associadas com a anfotericina B) nas seguintes concentracdes: 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,625 e 7,8125 ug/mL.

Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C com atmosfera de 5 % de
CO, por 24h, 48h e 72h. O controle negativo consiste em suspensdo de macrofagos
e meio de cultura, o controle do solvente (propilenoglicol + suspenséo de macréfago
+ meio) e o controle positivo consistiu de uma suspensdo de macréfago contendo
Anfotericina B (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,562 pyg/mL).

Apobs o periodo de incubacgao foi adicionado 10 pyL da solugao brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio - MTT, 5mg/mL; Figura 7) em cada pogo
(para 100 pL de meio contido nos pocgos), a placa foi protegida da luz, sucedendo-se
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nova incubacgdo por 4 h em estufa a 37 °C. Apos esse tempo, o sobrenadante foi

entdo desprezado e adicionou-se 100 pL de DMSO (dimetilsulféxido) a todos os

pocos. Em seguida, as placas foram homogeneizadas para a completa dissolucao

dos cristais de formazan. Apos aproximadamente 1 hora, as absorbancias dos pocos

foram lidas em um espectrofotémetro de varredura de multiplos pocos, utilizando um

comprimento de onda de referéncia de 570 nm.

Dehidrogenases
mitocondriais
we
Fa —F
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Br N ?

MTT CH,

Figura 7- Reducdo do MTT por enzimas mitocondriais.
Fonte: GOMES, 2008.

Os valores da concentracdo citotoxica 50% (CCsy) foram calculados

utilizando-se curvas de dose-resposta a partir de trés experimentos independentes.

Para o calculo da viabilidade celular, foi realizada a (Equacédo 1; GALUCIO, 2014):

%ceélulas vivas = Absorbancia das células X 100 (1)

Absorbancia das células sem tratamento

Ou seja, para o célculo das células mortas (Equacéao 2):

%células mortais = Absor. céls sem tratamento — absor. Céls tratadas X100 (2)

Absorbancia das células sem tratamento

A CCso foi determinada por regressao linear (programa GraphPad Prism

versdo 6.0) e classificada em citotéxico, moderadamente citotoxico e inativo (Quadro

9).
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Quadro 9 - Interpretacao dos resultados da citotoxicidade.

CCsq pg/mL Resultados
Menor ou igual a 100 Citotoxico
Entre 101-500 Moderadamente citotdéxico
Acima de 500 Nao citotdxico

4.2.3.1.6 indice de Seletividade (IS)

O indice de Seletividade representa o grau de seguranca para a utilizacdo de
uma amostra em teste in vitro (ABRANTES, 2006), entdo para determinar a
seletividade das amostras com atividade leishmanicida em linhagens celulares,
determinou-se o IS dos mesmos, pela seguinte expressdo adaptada de Reimao
(2009):

IS = CCsoem linhagem celular
Clso contra o parasito

Para interpretacdo dos resultados, considerou-se que um IS superior a 1
indica que o composto em estudo apresenta toxicidade maior para o parasito do que
para o macréfago. Ja um IS menor que 1 indica que o composto apresenta maior
toxicidade para o macréfago do que para o parasito. Assim, quanto maior o valor
numerico do IS, mais seletivo € o composto em estudo, ou seja, pouco toxico para o
macréfago e ativo contra o parasito (REIMAO, 2009). Neste estudo ser&o

consideradas promissoras as amostras com IS = 10.

4.2.4 ANALISE ESTATISTICA

As medidas obtidas em cada experimento foram comparadas pelo teste T de
“Student” utilizando o programa BioEstat 5.0, com nivel de confianca de 95% e nivel
de significancia a= 5% (p < 0,05). Para o calculo da Clsg € da CCsq utilizou-se o

programa GraphPad Prism verséo 6.0.
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P6 da droga vegetal
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FrHex, FrDcm, FrAcOET, FrMeOH
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SubFragbes — Avaliagao Bioldgica
CCD e CLAE-DAD . . .
\ 4 Atividade antipromastigota
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Alcaloide Inddlico Alcaloide B-carbolinico

Figura 8 - Esquema do trabalho desenvolvido neste estudo.
Legenda: FrHex: Fragdo Hexanica; FrDcm: Frag&o Diclorometanica; FrACOET: Fragdo Acetato de Etila; FrMeOH: Fracdo Metandlica; F6FA: Subfracdo 6 da

Fracdo Alcaloidica; CCD: Cromatografia em Camada Delgada; CLAE-DAD: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um Dector de
Arranjo de Diodos; RMN- Ressonancia Magnética Nuclear.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a importancia do género Geissospermum para a medicina tradicional
Amazobnica, optou-se por trabalhar com duas espécies, G. sericieum e G. vellosii. O
material vegetal foi submetido aos estudos farmacognoésticos, fracionamento
biomonitorado, atividade antileishmania e ensaios de citotoxicidade (Figura 8). Os

resultados seréo descritos e discutidos paralelamente.

5.1. Farmacognostico

Os po6s obtidos das cascas de G. sericeum e G. vellosii foram submetidos a
estudos de granulometria, densidade, perda por dessecacdo, pH e cinzas totais
(Brasil, 2010b). Tendo em vista a vasta utilizacdo destas espécies na medicina
popular, o estudo de parametros farmacognosticos é importante porque podem
permitir a identificacdo do material vegetal e garantir o controle de qualidade das
mesmas (RODRIGUES et al. 2015). Além disso, no estudo fitoquimico, a avaliacdo
farmacognostica € a primeira etapa, e certamente a mais importante, antes de se
realizar a extracdo dos metabolitos secundarios de interesse de uma matriz
complexa (COSTA, 1994; BANDEIRA, 2004). Logo, antes de executar uma
extracdo, deve-se levar em consideracdo uma série de fatores que possam interferir
nesta operagao tais como granulometria, pH (SOARES et al. 1998), densidade,
perda por dessecacéo, teor de cinzas totais e indice de espuma (BRASIL, 2010b).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010b), o p6é da G. vellosii
pode ser considerado grosso, pois menos de 40% das particulas passaram pelo
tamis com abertura nominal de malha de 355 um, porém o p6 obtido das cascas de
G. sericeum foi considerado muito grosso devido grande acumulo de particulas na
malha de 1,7 mm (Tabela 6). A obtencdo destes diametros pode estar relacionada
ao tipo de moinho e a consisténcia das cascas secas, 0 qual dificulta a moagem e,
consequentemente, a obtencdo de particulas menores. O material vegetal

pulverizado que apresente particulas de tamanho superior a classificacdo de fino é
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mais adequado para os processos de extracdo, principalmente, por percolacdo ou
maceracao exaustiva, pois a presenca de po fino pode favorecer o entupimento do
percolador (LIST e SCHIMIDT, 2000). Aléem disso, a elevada espessura do po
favorece sua conservacao, pois quanto mais pulverizado, menor sera o seu tempo
de vida util, em razdo do aumento da superficie de contato dos graos, que possibilita
eventuais problemas de estabilidade devido a adsor¢cdo de umidade (AMARANTE,
2010). A Figura 9 mostra o aspecto do p6 obtido das cascas de G. vellosii e G.
sericeum.

Tabela 6 - Analise granulométrica das cascas de G. vellosii e G. sericeum.

Média (%) £ desvio padréo

Abertura nominal da malha

G. vellosii G. sericeum

1,70 mm 0,12 + 0,00 66,18 + 2,87
710 pm 22,55+ 0,39 17,73+ 0,64
355 pum 43,66 + 0,61 9,45 + 0,27
250 pm 10,17 £ 0,05 3,53+0,03
180 pum 8,74+ 0,54 2,79+0,19
125 pm 7,07 + 0,85 0,20 + 0,02
Fundo coletor 7,69 + 0,57 0,13 £ 0,03

Figura 9 - Aspecto fisico do p6 obtido das cascas de G. vellosii (A) e G. sericeum (B).

As densidades dos p6és das cascas de G. vellosii (0,28 g/mL + 0,01) e de G.
sericeum (0,38 g/mL + 0,01) foram baixas (Tabela 7), isto €, inferiores a densidade
da agua (densidade = 1). Este parametro é importante por influenciar diretamente no
preparo do extrato, pois o pd de baixa densidade necessita de uma maior



74

guantidade de solvente durante o processo de extragao para evitar a flutuacdo das
particulas (AMARANTE, 2010).

Em relacdo a perda por dessecacdo, os pos de G. vellosii (10,36%) e G.
sericeum (11,24%; Tabela 7) apresentaram valores dentro da faixa recomendada
pela Farmacopeia Brasileira (8 a 14% de umidade; BRASIL, 2010b). Esta analise
pode fornecer informacdes importantes com relagdo ao armazenamento do material
vegetal, pois fornece, em valor mensuravel, a umidade residual dos pés. Esse
parametro, por sua vez, determina a estabilidade microbiolégica da droga, como
expressdo de sua susceptibilidade ao desenvolvimento de microrganismos
(bactérias e fungos) e estabilidade quimica, representada especialmente pelos
processos de hidrolise (WHO, 1992).

Acredita-se também que excessiva quantidade de agua em drogas vegetais
propicia 0 desenvolvimento de micro-organismos, com consequente deterioracao
dos constituintes da droga, ocasionando a formacdo de artefatos. Sob o ponto de
vista tecnolégico e de producdo, o conhecimento a respeito do conteddo de agua
presente na matéria-prima é necessario para calculos de rendimento (DE PAULA e
PETROVICK, 1997).

Para realizacdo de estudos fitoquimicos, € recomendado que o p6 contenha
até 10 % de agua residual (SOUZA et al. 2003). Percentuais de 4gua residual acima
do limite estabelecido pela Farmacopeia Brasileira podem acarretar perda do
material por contaminacdo microbiana, ou degradacdo por acdo enzimatica dos
constituintes quimicos (HUBINGER; SALGADO; MOREIRA, 2009). No presente
estudo, os teores de perda por dessecacdo (umidade residual) foram bem proximo a
10%, sugerindo que a matéria-prima tenha qualidade adequada para realizacdo dos
estudos fitoquimicos (Tabela 7).

A média de trés determinacdes para o pH do p6 das cascas de G. vellosii foi
de 4,94 £ 0,09, e de 6,47 + 0,25 para G. sericeum (Tabela 7). Esses dados sao
fundamentais no processo de extracdo, pois o valor de pH é responsavel por
selecionar e determinar as substéncias a serem extraidas, de acordo com suas
caracteristicas quimicas e de polaridade (LONGHINI et al. 2007). Uma parte destes
acidos encontra-se também no estado livre, solubilizados no citoplasma, portanto,
podem ser identificados e caracterizar determinado extrato vegetal, como de carater
acido e basico, auxiliando nos parametros fisico-quimicos da droga vegetal
(FRANCO e LANDGRAF, 1996).
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No entanto, essas espécies pertencem ao género cuja principal
caracteristica quimica é a presenca de alcaloides inddlicos (RAPOPORT et al.
1958; STEELE et al. 2002) e B-carbolinicos (HUGHES e RAPOPORT, 1958;
STEELE et al. 2002), os quais sdo substancias nitrogenadas, com um ou mais
atomos de nitrogénio dispostos como aminas primarias, secundarias ou terciarias,
o que lhes confere um carater basico (DOS SANTOS, 2015). Uma possivel
explicacdo para o pH acido encontrado neste estudo € que a acidez do material
vegetal pode evitar 0 ataque de alguns micro-organismos contaminantes, atuando
como sensor da estabilidade ao sinalizar provaveis alteracdes quimicas que
possam estar ocorrendo no material vegetal quando esse estiver exposto ao meio
extrativo (LONGHINI et al. 2007). Desta forma, a sinalizacdo pode modificar o pH
das células vegetais, promovendo desvio da rota da biossintese de alguns
metabdlitos secundéarios (STRAYER, 1996) o que justifica a diminuicdo do pH
encontrado nestes testes.

Observa-se que na Tabela 7, os valores obtidos de cinzas totais para G.
vellosii (2,89 % + 0,05) e G. sericeum (2,29 % = 0,11) s&o inferiores ao limite
preconizado na Farmacopeia Brasileira (12%; BRASIL, 2010b). A determinacéo do
teor de cinzas totais de um vegetal constitui um ensaio de pureza para verificar a
presenca de compostos inorganicos nao-volateis, presentes como contaminantes
(SIMOES et al. 2000). Esses materiais podem ser componentes minerais da propria
planta (cinzas fisioldgicas) e derivadas de materiais estranhos, especialmente areia
e terra aderente a superficie da droga (cinzas nao fisiol6gicas; BRASIL, 1998). Desta
maneira, altos teores de cinzas podem indicar a presenca de cinzas nao fisioldgicas,
proveniente de tratamento inadequado na colheita, higienizagao e processamento do
material vegetal (NAVARRO, 2009). Os baixos teores de cinzas totais, de ambas as
espécies, sugerem que todas estas etapas (colheita, higienizacdo e processamento
da matéria-prima) foram adequadas.

Os valores do indice de espuma encontrado para G. vellosii (0,37 cm = 0,19)
e G. sericeum (0,23 cm + 0,06) apresentaram altura da espuma inferior a 1 cm
(indice de espuma menor que 100; BRASIL, 2010b), com isso, sugere-se gque este
material ndo contenha saponinas (Tabela 7). Estes metabdlitos apresentam carater
anfifilico, com suas acfes detergentes e emulsificante (SCHENKEL; GOSMANN;
ATHAYDE, 2001), podendo desorganizar a membrana dos globulos vermelhos do
sangue, resultando em hemdlise (SUN; XIE; YE, 2009).
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Outro estudo detectou presenca de saponina (por testes quimicos de
identificacdo de grupos de substancias) no extrato etandlico das cascas de G.
sericeum (SAITO et al. 2006). Esta divergéncia pode estar relacionada a diferencas
de sensibilidade entre as técnicas e nos aspectos ambientais que influenciam no
metabolismo vegetal, proporcionando uma variagdo sazonal qualitativa dos
constituintes quimicos, entre eles a saponina (SOUZA et al. 2003). Nao foi
encontrado na literatura relato de saponinas isoladas em espécies de

Geissospermum.

Tabela 7 - Analise farmacogndstica do p6 das cascas de G. vellosii e G. sericeum.

Média (%) = Desvio Padréo

Parametro
G. vellosii G. sericeum
Densidade do p6 0,28 g/mL £ 0,01 0,38 g¢/mL £ 0,01
Perda por dessecacgéo (Teor de agua) 10,36 % + 0,21 11,24 % + 0,60
Teor de cinzas totais 2,89 % £ 0,05 229% +£0,11
pH 4,94 + 0,09 6,47 £ 0,25
indice de espuma 0,37 cm £ 0,19 0,23 cm £ 0,06

5.2. Fitoquimico

Os extratos etandlicos de G. vellosii (2,03%) e G. sericeum (2,20%; Tabela 8),
obtidos através da maceracdo dos pés das cascas com etanol, apresentaram baixo
rendimento na extracdo, mesmo com particulas de tamanho superior a classificagéao
de fino (Tabela 6). Isso deve-se ao fato de que a trituragdo do material vegetal n&o
gerou nas granulometrias pés homogéneos que permitissem, de forma facilitada e
consistente, a penetragdo de solventes no material (MELLO e PETROVICK, 2000).
A polaridade do solvente pode ter sido outro fator infuenciador na extragéo, pois
solventes alcodlicos proporcionam a extragdo de um amplo expectro de substancias
polares e apolares, resultando em fracbes de distintas polaridades (BONOMINI,
2013).

Os extratos foram submetidos a prospeccao fitoquimica utilizando o método
de cromatografia em camada delgada para monitorar a presenca de alcaloides
(WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984). O extrato etanolico de G. vellosii e G.
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sericeum apresentaram bandas sugestivas de alcaloides quando reveladas em
fluorescéncia (365 nm) e reagente de Dragendorff (Figura 10). Os primeiros estudos
fitoquimicos realizados em G. vellosii levaram ao isolamento dos alcaloides:
flavopereirina (Quadro 1:18; RAPOPORT et al. 1958; HUGUES e RAPOPORT,
1958), geissospermina (Quadro 1:24), geissoschizolina (Quadro 1:5; RAPOPORT et
al. 1958), vellosimina (Quadro 1:28), velosiminol (Quadro 1:27) e a geissolosimina
(Quadro 1:25; RAPOPORT e MOORE, 1962; MOORE e RAPOPORT, 1973).

Em sintese aos estudo ja apresentados, a G. vellosii possui alcaloides -
carbolinico: flavopereirina (Quadro 1:18; HUGHES e RAPOPORT, 1958); alcaloides
ind6licos monoterpenoidicos: geissovellina (Quadro 1:29; MOORE e RAPOPORT,
1973), geissoschizolina (Quadro 1:5; BERTHO; KOLL; FEROSIE, 1958; BERTHO e
KOLL, 1961) geissoschizona (Quadro 1:26; MBEUNKUI et al. 2012; RAPOPORT e
MOORE, 1962), vellosimina (Quadro 1:28; RAPOPORT e MOORE, 1962),
vellosiminol (Quadro 1:27; MBEUNKUI et al. 2012; RAPOPORT e MOORE, 1962),
aspidospermina (Quadro 1:34; DIAS, 2012), 12-metoxi-1-metil-aspidospermidina
(Quadro 1:30; WERNER et al. 2009), pausperadina A (Quadro 1:31; ISHIYAMA et al.
2005), desmetoxiaspidospermina (Quadro 1:7), aspidoscarpina (Quadro 1:7),
demetillaspidospermina (Quadro 1:7; PACCIONI e HUSSON, 1978) e bisinddlicos:
geissospermina (Quadro 1:24; MARION, 1952) e geissolosimina (Quadro 1:25;
RAPOPORT e MOORE, 1962).

No entanto, da G. sericeum somente foram isolados o alcaloide inddlico
geissoschizolina (Quadro 1:5; MANSKE e HARRISON, 1965; STEELE et al. 2002),
geissoschizolina N*-6xido (Quadro 1:20) e 1,2-deidrogeissoschizolina (Quadro 1:21),
e o alcaloide B-carbolinico flavopereirina (Quadro 1:18; STEELE et al. 2002).

Os extratos foram submetidos ao fracionamento por extragcdo sob refluxo
resultando em 4 fragbes, das quais, as fracdes metandlica de G. vellosii (97%) e G.
seiceum (70,6%; Tabela 8) apresentaram maiores rendimentos, indicando que o
extrato € rico em substancias polares.

Outro método utilizado para o fracionamento dos extratos foi a particdo acido-
base sendo obtidas 2 fragGes: fragcdo de neutros (G. vellosii = 42,8% e G. sericeum=
17,3%) e fracdo alcaloidica (G. vellosii = 27,5% e G. sericeum= 10,7%; Tabela 8).
Observa-se que, as fracdes em que os alcaloides provalmente estdo presentes

possuem menores rendimentos.
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De forma semelhante ao extrato, estas fracbes foram analisadas em CCD,

sendo detectada, possivelmente, a presenca de alcaloides em ambas as fragbes

(UV= positivo e Dragendorff= positivo; Figura 10), 0 mesmo ocorreu com as fracdes

de neutros e alcaloidica obtidos de G. sericeum (Tabela 8).

Tabela 8 - Rendimento e cromatografia em camada delgada de G. vellosii e G. sericeum.

Amostra Rendimento Observacéao
G. vellosii G. sericeum u.v Dragendorff
EE 10,13 g (2,0%) 10,99 g (2,2%) + +
FN 2,14 g (42,8%) 0,87 g (17,3%) + +
FA 1,37 g (27,5%) 0,54 g (10,7%) + + .
FrHex 0,09 g (1,8%) 0,21 g (4,2%) + + S‘gg;‘(‘)‘i’gede
FrDcm 0,29 g (5,8%) 0,32 g (6,4%) + +
FrAcOET 0,11 g (2,2%) 0,09 g (1,8%) + +
FrMeOH 4,26 g (85,2%) 3,83 g (76,6%) + +

Legenda: CCD: Cromatografia em Camada Delgada; U.V.: ultravioleta; EE: Extrato Etandlico; FN:
Fracdo de Neutro; FA: Fracdo Alcaloidica; FrHex: Fracdo Hexénica; FrDcm: Fragéo
diclorometano; FrAcOET: Fragdo Aceto de Etila; FrMeOH: Fracdo Metandlica.

Figura 10 - Andlise cromatografica em camada delgada do extrato etandlico e fragbes de G. vellosii e

G. sericeum, reveladas em UV (365nm) e reagente dragendorff.

Legenda: A: G. vellosii; B: G. sericeum; 1. Extrato etandlico; 2. Fracdo alcaloidica; 3. Fracdo de
neutro; 4. Fracdo Hexano; 5. Fracdo Diclorometano; 6; Fracdo Acetato de etila; 7. Fracédo

Metandlica.
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Baseado nos estudos cromatograficos (CCD) selecionou-se as fracdes
alcaloidicas de G. vellosii (FAGV- 1,6858q) e G. sericeum (FAGS- 1,4015q) para o
fracionamento. Para isso, as fragcdes foram solubilizadas em metanol, filtrada em
Solid Phase Extraction (SPE, C18) e fracionadas em colunas cromatograficas
abertas utilizando o gel lipofilico Sephadex LH-20 (fase estacionaria) e metanol (fase
movel). Este fracionamento permitiu a realizacao de 24 coletas de G. vellosii (Tabela
9) e 18 coletas de G. sericeum (Tabela 10). Todas as subfracdes foram submetidas
a analises em CCD, reveladas com UV (365nm) e reagente de Dragendorff.

As subfracbes 5 a 8 de G.vellosii apresentaram perfil cromatogréafico
sugestivo de alcaloides. As subfracbes 11-13 e 15-18 ndo apresentaram
fluorescéncia azul, porém revelaram bandas alaranjadas em reagente de
dragendorff, sugerindo resultado falso positivo para alcaloides (Tabela 9). Baseado
no perfil cromatografico e no rendimento, selecionou-se a subfracdo 6 (F6FAGV)
para andlise em CLAE-DAD (Figura 12), apés andlise, seguiu-se para novo
fracionamento cromatogréfico.

As subfracbes 6 a 18 de G. serieum apresentaram perfil cromatografico
sugestivo de alcaloides (Tabela 10). Semelhante a G. vellosii, a subfracdo de G.
sericeum (F6FAGS) foi selecionada para novo fracionamento. Acredita-se que as
subfracdes analisadas (F6FAGV e F6FAGS) tenham os alcaloides como compostos
majoritarios (Tabela 9 e 10; Figura 11), devido a existéncia de relatos do isolamento
de alcaloides destas (RAPOPORT e MOORE, 1962; MOORE e RAPOPORT, 1973;
STEEL et al. 2002; ISHIYAMA et al. 2005; WERNER et al. 2009; DIAS, 2012) e de

outras espécies pertencentes a este género (CAMARGO et al. 2013).



Tabela 9 - Rendimentos e analise cromatografica das subfracdes obtidas

da fracao alcaloidica de G. vellosii por coluna de Sephadex.

CCD
Subfracéo Rendimento
uv Dradendorff
F1FAGV 7,0 mg (0,42%) - -
F2FAGV 9,6 mg (0,57%) - -
F3FAGV 36,1 mg (2,14%) - -
FAFAGV 80,3 mg (4,76%) - -
F5FAGV 547,3 mg (32,47%) + +
F6FAGV 455,9 mg (27,0%) + +
F7FAGV 46,3 mg (2,75%) + +
F8FAGV 17,4 mg (1,0%) + +
FOFAGV 72,2 mg (4,28%) + -
F10FAGV 28,3 mg (1,68%) - +
F11FAGV 31,3 mg (1,86%) - +
F12FAGV 23,2 mg (1,38%) - +
F13FAGV 16,8 mg (1,00%) - -
F14FAGV 20,3 mg (1,20%) - +
F15FAGV 27,2 mg (1,61%) - +
F16FAGV 23,8 mg (1,41%) - +
F17FAGV 19,4 mg (1,15%) - +
F18FAGV 20,4 mg (1,21%) - +
F19FAGV 12,9 mg (0,77%) - -
F20FAGV 47,2 mg (2,80%) - +
F21FAGV 17,0 mg (1,01%) - +
F22FAGV 14,4 mg (0,85%) - +
F23FAGV 12,9 mg (0,77%) - +
F24FAGV 11,4 mg (0,68%) - +

Legenda: GV: Geissospermum vellosii; CCD: Cromatografia em Camada
Delgada; UV: Ultravioleta; FIFAGV: Subfragdo da Fracéo
Acaloidica de Geissospermum vellosii.
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Tabela 10 - Rendimentos e analise cromatografica das subfraces obtidas
da fracdo alcaloidica de G. sericeum por coluna de Sephadex.

CCD
Subfracéo Rendimento
uv Dradendorff
F1FAGS 0,0 mg (0,0%) - -
F2FAGS 81,6 mg (5,8%) - -
F3FAGS 70,1 mg (5,0%) - -
FAFAGS 112,5 mg (8,0%) - -
F5FAGS 61,7 mg (4,4%) - -
F6FAGS 489,7 mg (34,9%) + +
F7FAGS 153,7 mg (11,0 %) + +
F8FAGS 23,9 mg (1,7%) + +
FOFAGS 7,8 mg (0,6%) + +
F10FAGS 7,8 mg (0,6%) + +
F11FAGS 88,1 mg (6,3%) + +
F12FAGS 88,5 mg (6,3%) + +
F13FAGS 86,0 mg (6,1%) + +
F14FAGS 7,3 mg (0,5%) + +
F15FAGs 84,3 mg (6,0%) + +
F16FAGS 4,6 mg (0,3%) + +
F17FAGS 2,3 mg (0,2%) + +
F18FAGS 8,9 mg (0,6%) + +

Legenda: GS: Geissospermum sericeum; CCD: Cromatografia em

Camada Delgada; UV: Ultravioleta;, F1IFAGV: da Fragdo
Acaloidica de Geissospermum vellosii.
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Figura 11 - Andlise cromatografica em camada delgada das subfra¢gfes de G. vellosii e G. sericeum,
reveladas em UV (365nm) e reagente dragendorff.
Legenda: A: G. vellosii; B: G. sericeum; 1-6. Subfracdo F1IFAF6GV a subfragdo F6FAF6GV; 1-9.
Subfracdo F1IFAF6GS a subfracdo FOFAF6GS.
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Figura 12 - Andlise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de Arranjos de
Diodos (CLAE-DAD) das subfracdes de G. vellosii e G. sericeum.
Condicdes de eluicdo: tempo de varredura de 15 min. em gradiente linear de 80 a 20 %, empregando-
se agua deionizada (MilliQ) (eluente A) e acetonitrila (eluente B), fluxo de 1
mL/min., injetando-se 20 pL e detecgdo em UV 200 a 600 nm.

Legenda: A- subfracdo FBFAGV; B- subfracdo FEFAGS.
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As subfracbes (F6FAGV e F6FAGS) submetidas em CLAE-DAD
semipreparativa, proporcionaram quatro coletas da fracdo F6FAGV e sete da fragéo
F6FAGS (Tabela 11). Ao final deste fracionamento esperava-se que os alcaloides

estivessem sido isolados.

Tabela 11 - Rendimento das subfraces obtidas por CLAE-DAD semipreparativa.

Subfracéo Rendimen_t_o Subfracéo Rendir_nento
G. vellosii G. sericeum
F1F6FAGV 29,2 mg (24,2%) F1F6FAGS 18,3 mg (12,2%)
F2F6FAGV 38,1 mg (31,6%) F2F6FAGS 10,7 mg (7,1%)
F3F6FAGV 20,3 mg (16,8%) F3F6FAGS 31,3 mg (20,9)
FAF6FAGV 7,2 mg (0,1%) FAF6FAGS 1,7 mg (1,1%)
- - F5F6FAGS 11,6 mg (7,7%)
F6F6FAGS 6,3 mg (4,2%)
F7F6FAGS 3,4 mg (2,3%)

Legenda: GV: Geissospermum vellosii; GS: Geissopermum sericeum; FIF6FAGV ou F1IF6FAGS —
subfracdo da F6FA das espécies correspondentes.

No entanto, observou-se que somente as subfracbes F3F6FAGV, F3F6FAGS,
FAF6FAGV e F7F6FAGV apresentaram melhor grau de pureza observado em
CLAE-DAD (Figura 13). As fracdes F3F6FAGV e F3F6FAGS apresentaram picos
majoritarios com TR= 3,522 min. e 3,525 min. com semelhantes espectros em
ultravioleta (A de 240,2 e 294,7 nm. e A de 240,2 e 295,9 nm; Figura 13). Estas
subfracdes foram submetidas as analises em Ressonancia Magnética Nuclear.

As subfragbes FAF6FAGV (TR= 5,414 min.) e F7TF6FAGV (TR= 5,551 min.)
apresentaram tempos de retencdo semelhantes e mesmo espectro no UV (A de
234,3, 288,8, 346,1, 385,4 nm; Figura 13), sugerindo tratar-se da mesma substancia.
Com isso, ressalta-se a hipotese de que o processo de fracionamento contribui para
o isolamento de um alcaloide indolico, provavelmente, a geissoschizolina
(RAPOPORT et al. 1958; STEELE et al. 2002) e um alcaloide B-carbolinico,
provavelmente, a flavopereirina (HUGHES e RAPOPORT, 1958; STEELE et al.
2002). Visando confirmar esta hipotese, todas as subfracdes foram submetidas a
RMN.
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TR=3,522 min, 3 TR = 3,525 min

TR = 5,414min. TR = 5,551 min

Figura 13 - Andlise em Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia semipreparativa (CLAE-DAD

semiprep.) das subfragBes de G. vellosii e G. sericeum.

Condiges de elui¢do: tempo de varredura de 10 min. em gradiente linear de 80 a 20 %, empregando-
se agua deionizada (MilliQ) (eluente A) e acetonitrila (eluente B), fluxo de 10
mL/min., injetando-se 500 uL e detecg¢do em UV 200 a 600 nm.

Legenda: a: FSF6FAGYV; b: F3F6FAGS; c: FAF6FAGYV; d- F7F6FAGS.

Nos espectros de RMN de 'H e '3C para as substancias F3F6FAGV,
F3F6FAGS, FAF6FAGV e F7F6FAGS, as atribuicbes dos sinais obtidos foram
baseadas na comparacdo com os dados relatados na literatura para alcaloides
inddlicos e alcaloides B-carbolinicos (Figura 14-17; Tabela 12).

Os espectros de RMN de 'H e 3C obtidos para substancia F3F6FAGV e
F3F6FAGS (Figura 14-17; Tabela 12), apresentaram sinais que permitiram confimar
seu carater alcaloidico. A atribuicdo dos sinais baseou-se na comparagcdo com
dados de alcaloides inddlicos (STEELE et al. 2002). Assim, 0s espectros mostraram
presenca de trés atomos de carbono quaternarios, nove de carbono metino e seis de
carbonos metilénico. Ocorreu a ressonancia caracteristica de um alcool (CH,OH; H-
17 &4 3,64 (dd, J= 10,5 e 6,6) e 3,76 (dd), para G. vellosii; H-17 &4 3,41 (dd, J= 10,5
e 6,6) e 3,74 (t, J= 3,3), para G. sericeum). Essas espécies apresentaram 0s
mesmos sinais em &. 65,5 (C-17), de um grupo metila (CH3; H-18, &4 1,01 (t, J=7,2);
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H-19, &4 1,29 (m) e 1.36 (m), para G. vellosii; H-18, &y 1,01 (t, J= 7.5); H-19, &4
1,23 (m) e 1,25 (m), para G. sericeum); sinas em &, 11.5 (C-18) e &, 23.3 (C-19),
para ambas as espécies; e sinais tipicos do grupo indol em (H-9, &y 7.32 (d, J=7.2);
H-10, &4 6.79 (t, J= 0.9); H-11, &4 6.79 (td, J= 0.9, 0.6); H-12, &4 6.65 (d, J= 7.8),
para G. vellosii; e H-9, &4 7.31 (d, J=6.9); H-10, d4 6.80 (t, J= 1.2); H-11, &4 6.79 (id,
J=1.2, 0.9); H-12, &, 6.64 (d, J= 0.6), para G. sericeum). O espectro de RMN *3C
confirmou a existéncia do grupo indol através dos sinais dos carbonos sp? (C-9, C-
10, C-11 e C-12) para ambas as espécies (Figura 18; Tabela 12).

Além disso, houve similaridade entre os sinais de H e *C desses compostos
com o alcaloide Geissoschizolina N*-6xido (STEELE et al. 2002), porém com
diferenca nos sinais referente aos carbonos C-3 (- 3,9), C-5 (- 3,5), C-7 (- 0,6), o que
pode corresponder a uma alteracdo na posicao do N-6xido (Figura 18; Tabela 12).
Por isso, acredita-se que a substancia em questdo ainda nédo foi descrita na
literatura pois nenhum perfil quimico com essas alterac¢des foi encontrado. Com isso,
ha necessidade de se realizar outros estudos espectrométricos (RMN 2D e massa

de alta resolucao) a fim de se elucidar a estrutura quimica desse composto.
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Figura 14 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 3C da substancia F3F6FAGV obtida a partir da Subfragdo F6FAGYV das cascas de G. vellosii —
300 MHz, CD;0D.
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Figura 16: Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H da substancia F3F6FAGV obtida a partir da Subfracdo F6FAGYV das cascas de G. vellosii — 300
MHz, CD;OD.
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Figura 17: Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H da substancia F3F6FAGS obtida a partir da Subfracdo F6FAGS das cascas de G. vellosii — 300
MHz, CD;OD.
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Tabela 12: Dados das atribuices dos sinais de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C da substancia F3F6FAGV de G. vellosii.

Substancia F3F6FAGV Substancia F3F6FAGS Geissoschizolina N*-6xido®
Posicéo 6 C (ppm)
6 H(ppm)(m,JemHz) . islicidade) 5 H (ppm) 5 C (ppm) 5 H (ppm) 5 C (ppm)

1
2 3.87 (d, 2.4) 64,1 3.86 (d, 1.5) 64,1 3.90 (d, 4.9) 63,6
3 3.38 (s) 76,8 3.38 (s) 76,8 3.39 (br s) 80,7
4
5 3.63 () 67,1 3.64 (s) 67,1 3.64 (2H, m) 70,6

1.95 (m) 1.99 (m) 2.05 (m)
6 2.40 (dd, 14.4 e 5.1) 35,1 2.41(dd, 15, 2.4) 35,1 2.49 (dd, 14.4, 7.3) 34,8
7 49,2 49,2 49,8
8 134,4 134,4 134,6
9 7.32(d, 7.2) 123.7 7.31(d, 6.9) 123.7 7.04 (d, 7.3) 122
10 6.79 (t, 0.9) 120,9 6.80 (t, 1.2) 120,9 6.69 (t, 7.3) 119,2
11 6.79 (td, 0.9, 0.6) 130,3 6.79 (td, 1.2, 0.9) 130,3 6.99 (td, 7.3, 0.8) 128.6
12 6.65 (d, 7.8) 111,3 6.64 (d, 0.6) 111,3 6.52 (d, 7.7) 109,7
13 150,9 150,9 149.8

2.18 (m) 1.94 (m) 1.94 (m)
14 1.86 (dlt) 23,5 2.14 (d) 23,5 2.17 (br d, 11.6) 22,5
15 1.35 (s) 28,6 1.35 (s) 28,6 1.36 (br s) 27,2
16 1.98 (m) 34,6 1.92 (m) 34,6 1.93 (m) 33,7

3.64 (dd, 10.5 e 6.6) 3.41 (dd, 10.5 e 6.6) 3.47 (dd, 10.8, 5.3)

L 3.76 (dd) 65,5 3.74 (t, 3.3) 65,5 3.73 ('t, 10.9) 64.6
18 1.01 (t, 7.2) 115 1.01 (t, 7.5) 11,5 0.84 (t, 7.3) 11,2

1.29 (m) 1.23 (m) 1.12 (m)
19 1.36 (m) 23,3 1.25 (m) 23,3 1.25 (m) 22,2
20 1.95 (m) 39,1 2.00 (M) 39,1 2.05 (m) 38,2
21 64.4 3.34 (m) 64.4 3.27 (2H, m) 63.5

Legenda: Substancia F3F6FAGV e F3F6FAGS= dados obtidos no presente trabalho (300 MHz, CD;0D). a = dados relatados por STEELE et al. (2002; 125
MHz, CDCI3). d: dupleto; dd: duplo dupleto; m: multipleto; t: tripleto; dt: duplo tripleto; H: hidrogénio; J: constante de acoplamento escalar, unidade
Hertz.
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Figura 18 — Sugestédo de estruturas quimicas das substéncias F3F6FAGYV e F3F6FAGS (estrutura 1)
e FAF6FAGV e F7TF6FAGS (estrutura 2).

O espectro de RMN do 'H obtido para substancia FAF6FAGV (Figura 19;
Tabela 13) apresentou sinais que permitiram confimar seu carater (3-carbolinico, ja
observado nos comprimentos de ondas (UV, MeOH) analisados nos cromatogramas
(Figura 13). A atribuicdo dos sinais baseou-se na comparagdo com dados relatados
para alcaloides B-carbolinico (STEELE et al. 2002).

O espectro de RMN de 'H de FAF6FAGV consiste principalmente de
ressonancias de prétons aromatico em conjunto com os de um grupo eteno ligado a
um carbono quaternario (H-14, 6. 1,45 - t, J= 7.2; e H-13, 64 2,99 - g, J= 7.5). As
relacbes estruturais entre os prétons aromaticos e a localizacdo do substituinte
eteno apresentam similaridades com alcaloide B-carbolinico flavopereirina (STEELE
et al. 2002).
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Figura 19 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de *H da substancia FAF6FAGV obtida das cacas de G. vellosii — 300 MHz, CD3OD.
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Tabela 13: Dados das atribuicdes dos sinais de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H da substancia
FAF6FA de G. vellosii.

PosicAo Substancia FAF6FAGV Flavopereirina®
& 0 H (ppm) (m, J em Hz) ® H (ppm)
1 8.76 (d, 9.0) 9.02 (d, 8.7)
2 8.30 (d, 8.1) 8.32 (d, 8.7)
3
4 9.16 (s) 9.30 (s)
5
6 8.87 (d, 6.3) 8.93 (d, 6.7)
7 8.66 (d, 6.9) 8.75 (d, 6.7)
8 8.36 (d, 7.8) 8.40 (d, 8.1)
9 7.48 (t, 7.8) 7.40 (t, 7.7)
10 7.74 (t, 6.9) 7.67 (td, 8.1, 1.0)
11 7.82 (d, 8.4) 7.86 (d, 8.1)
12
13 2.99 (q, 7.5) 2.93(q, 7.5)
14 1.45 (t, 7.2) 1.37 (t, 7.5)

Legenda: Substancia FAF6FAGV= dados obtidos no presente trabalho (300 MHz, CD;0OD). a= dados
relatados por STEELE et al. (2002; 500 MHz, DMSO). d: dupleto; dd: duplo dupleto; m:
multipleto; g: >4; t: tripleto; td: triplo dupleto; J: constante de acoplamento escalar, unidade
Hertz.
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Na andlise do espectro de massas para a substancia F3F6FAGV e
F3F6FAGS (Figura 20-22), foi observado os ions molecular [M + H]" m/z 315,37,
reforcando a hipétese de ser a mesma substancia. A fragmentacdo desse ion
originou o ion de m/z 297,65 apds perda de 18 unidades de massa referentes a uma
molécula de 4gua (H20), o ion de m/z 160,21 apds perda de 155 unidades de massa
referentes a uma molécula CgH17NO, e o ion de m/z 122,27 apéds perda de 193
unidades de massa referentes a uma molécula C1,H;19NO (Figura 22).

A andlise do espectro de RMN (*H, Figura 19; Tabela 13) e espectro de
Massas (Figura 23-24) foi realizada somente para a substancia FAF6FAGYV devido a
similaridade no perfil cromatogréfico das espécies e o baixo rendimento das
amostras (F4AF6FAGV e F7F6FAGS). Observou-se presenca do ion molecular [M +
H]" m/z 247,58. A fragmentacdo desse ion originou o ion m/z 232,48 apés perda de
15 unidades de massa referente a uma metila (CHs), 0 ion m/z 128,14 apds perda de
129,43 unidades de massa referente & uma unidade isoprénica (CsH;), o ion m/z
176,61 apos perda de 71 unidades de massa referente ao nacleo inddlico (CgHgN).
Assim como observado na literatura, acredita-se que a partir do cromatograma
(CLAE-DAD semprep., Figura 13) e espectro de RMN, o ion molecular [M + H]" m/z
247,12 seja referente ao alcaloide B-carbolinco (flavopereirina, STEELE et al. 2002).

A partir da analise cromatografica e espectrométrica (CLAE-DAD
semipreparativo, LC-MS e RMN), foi observado que as subfracdes F3F6FAGV e
F3FAGS correspondem as mesmas substancias, um alcaloide inddlico ainda néo
descrito na literatura. As subfracbes FAF6FAGV e F7TF6FAGS tratam-se da mesma

substéancia, o alcaloide B-carbolinco (flavopereirina).
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Figura 20 - Espectro de Massa de ion totais no modo positivo de ionizagédo da subfracdo F3F6FAGYV obtida das cascas de G.vellosii.
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Figura 22 - Espectro de Massa de ions filhos no modo positivo de ionizagdo da substancia F3F6FAGV obtida das cascas de G.vellosii.
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Figura 23 - Espectro de Massa de ion totais no modo positivo de ionizagdo da sbusténcia FAF6FAGYV obtida das cascas de G.vellosii.
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5.3. Atividade Bioldgica

O ensaio de atividade antileishmania foi padronizado através da
elaboragdo da curva de crescimento das cepas de L. amazonensis. Através
desta curva foi possivel determinar a fase exponencial ou logaritmica (fase log)
e a fase estacionaria de crescimento dos microrganismos em cada sistema de
cultivo. As formas pro-ciclicas foram definidas entre o segundo e quarto dia
(fase log), as metaciclicas ocorreram a partir do quinto dia (fase estacionaria),
com declinio iniciando no sétimo dia, quando os parasitas comegaram a morrer
(Figura 25).

Durante o desenvolvimento no hospedeiro invertebrado, as formas
promastigotas passam por modificacbes morfologicas, bioquimicas e das
caracteristicas relacionadas a viruléncia, pois evoluem para uma forma
altamente infectiva para o hospedeiro vertebrado. Similarmente, no cultivo in
vitro, as promastigotas evoluem, porém de forma menos virulenta e com alta
capacidade replicativa (promastigotas de fase log), para uma forma altamente
virulenta encontrada durante a fase estacionaria do crescimento (promastigota
metaciclico, RAMAMOORTH et al. 1992). Assim, 0 ensaio deve ser realizado
com cultivos na fase estacionaria. Desta forma, todos 0s ensaios
antileishmania utilizaram promastigotas coletadas no quinto dia de cultura.

Ao contrario do que se imagina, na fase log os parasitos da Leishmania
sdo mais arredondas, com reducdo na motilidade e intensa reproducao
parasitaria. Enquanto que promastigotas metaciclicas (fase estacionaria),
consideradas as formas infectivas para o hospedeiro mamifero, sdo mais
afiladas na sua estrutura, com reduzida divisao celular, porém maior motilidade
(KILLICK-KENDRICK, MOLYNEUX, ASHFORD, 1974).
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Figura 25 - Curva de crescimento das formas promastigotas de L. (L.) amazonsensis.

ApoOs a determinacdo da curva de crescimento do parasito, iniciaram-se
os estudos de avaliacdo da atividade antipromastigota dos extratos, fracoes,
subfracdes e alcaloides de G. vellosii e G. sericeum. Os extratos etandlicos de
G. vellosii (EEGV) e G. sericeum (EEGS) mostraram-se ativos contra
promastigota de L. amazonensis. Quando se compara as Concentracoes
Inibitérias 50% (Clso), observa-se que o EEGV (Clsp= 13,59 + 0,27 pg/mL;
Tabela 14) apresentou uma atividade antipromastigota inferior a G. sericeum
(EEGS, Clso= 3,92 = 0,15 pg/mL; Tabela 15). Esta distincdo nas atividades
pode estar relacionada as diferencas nas constituicées quimicas dos extratos:
acucares redutores, proteinas e aminodacidos, alcaloide, catequinas, saponinas,
heterosideos flavonicos e polifendis (G. vellosii - BRANDAO, 2012); alcaloide,
flavondide, tanino e saponina (G. sericeum - SAITO et al. 2006). Além de
apresentarem diferencas nos teores de alcaloides (CAMARGO et al. 2013).

Quanto ao tempo de exposicdo, observou-se elevada atividade
antipromastigota em 24h de exposi¢cado do parasito aos extratos, com declinio
ap6s 48h e “resgate” da atividade inibitéria apos 72h (Tabela 14 e 15). Isto
sugere que a ligagdo da substancia ativa ao seu receptor é fraca e portanto
reversivel e provavelmente “leishmaniostatica”. Resultados semelhantes (maior
atividade em 24h) foram observados para a maioria das fracdes (Tabela 14 e
15).
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A premissa original deste trabalho associa os alcaloides a atividade
antipromastigota dos extratos. Logo, a obtenc&o de fracdes contendo maiores
teores de alcaloides ou o isolamento dos mesmos contribuiria positivamente
para a atividade. De acordo com a literatura, as espécies pertencentes ao
género Geissospermum podem possuir alcaloides bisinddlicos (RAPOPORT et
al. 1958; RAPOPORT e MOORE, 1962; CHIARONI e RICHE, 1979; ALMEIDA
et al. 2009; MBEUNKUI; GRACE; LILA, 2012; REINA et al. 2012), porém estes
podem ter suas estruturas quimicas alteradas na presenca de pH acido
(RAPOPORT et al. 1958), por isso, optou-se por testar fracdes obtidas da
extracdo sob refluxo (alcaloides bisinddlicos, se presentes, nao estariam
alterados) e fracGes obtidas pela extracdo acido-base (alcaloides bisinddlicos
com estruturas quimicas alteradas).

A extracdo sob refluxo do extrato de G. vellosii levou a obtencéo de 4
fracOes com diferengas e similaridades nos perfis de atividade inibitéria frente a
promastigotas de L. amazonensis. A fracdo hexanica (FrHexGV) foi a menos
promissora e sua atividade foi observada apenas apo0s 24h de exposicao
(Tabela 14, Figura 26). Esta fracdo provavelmente contém substancias de
baixa polaridade com auséncia de alcaloides, o que jusitifica a baixa atividade
antipromastigota.

A fracdo diclorometano (FrDcmGV) mostrou-se promissora como
antipromastigota, porém apresentou um perfil de atividade tempo dependente
semelhante ao extrato da espécie, atividade apés 24h de exposicdo dos
parasitos ao tratamento, declineo em 48h e aumento do efeito em 72h (Tabela
14, Figura 26). A FrDcmGV, provavelmente, contém os alcaloides em maiores
teores que o extrato, isto pode justificar a reducdo das Clsgp. Em termos
quimicos, esta fracdo pode conter alcaloides: inddlicos, bisinddlico e [-
carbolinico.

As fracdes FrACOETGV (24h Clsp= 12,32 + 0,69; 48h Clso= 82,06 *
0,26; 72h Clsp = 88,61 + 0,20) e FrMeOHGV (24 h Clsp= 1,71 + 0,15; 48h Cls
= 3,75 £ 0,52; 72h Clsp= 5,95 £ 0,66) apresentaram elevada atividade

inibitoria apos 24h de tratamento, sendo que o aumento de tempo contribuiu
de forma negativa. De todas as fracbes obtidas pela extracdo sob refluxo, a
fracdo metanolica foi a mais ativa. Quando se avalia resposta x tempo, a

FrMeOHGV mostrou um perfil diferente do extrato de G. vellosii e da fracéo
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diclorometano (FrDcmGV; Tabela 14, Figura 26), esta fracdo provavelmente
deve ser constituida por compostos de maior polaridade e os alcaloides,
presentes, sdo alcaloides mais polares que os de FrDcmGV. Em sintese,
todas as fracBes demostraram efeito “reversivel” da atividade, sugerindo uma
resposta “leishmaniostatica”, sendo a fracdo diclorometano e metandlica as
mais promissoras.

O extrato etandlico de G. vellosi, conforme dito anteriormente, foi
submetido a particdo acido-base, para a obtencéo de fracdo com baixos teores
de alcaloide (Fracdo de Neutros - FNGV) e outra com teores elevados de
alcaloides (Fracao alcaloidica - FAGV). A FNGYV foi ativa em promastigota de L.
amazonensis, com aumento da atividade em 48h, com resposta sustentada até
72h. A FAGV foi ativa em todos os tempos avaliados, porém o efeito mais
pronunciado foi observado ap6s 72h de exposicdo dos parasitos a fracao
(Tabela 14, Figura 26).

Comparando as respostas observadas para FNGV e FAGV sugere-se
que a resposta observada em FNGV estd relacionada a uma substancia
qguimica gue nédo seja alcaloide. Acredita-se, portanto, semelhante a fracdo de
neutros de A. parvifolium (familia Apocynaceae) que continha terpeno
(JACOME et al. 2004), este metabdlito apresentar atividade antipromastigota
(SAUVAIN et al. 1996; CAMACHO et al. 2000), talvez a atividade
antipromastigota de FNGV pode estar relacionada a terpenos.

Em sintese, os fracionamentos pelos métodos de extracdo e particdo
acido-base contribuiram para a obtencdo de fracdes mais ativas sobre
promastigota de L. amazonensis. As fracdes mais promissoras foram
FrDcmGV, FrMeOHGV e FAGV, porém a FAGV apresentou melhor resposta
tempo dependente, por isso foi selecionada para o fracionamento. O
fracionamento de FAGV levou a obtencdo de uma subfracdo F6FAGV com
maior efeito inibitério em 24h e efeito semelhante em 72h (Tabela 14, Figura
26). Desta subfragéo foram isolados os alcaloides B-carbolinico (flavopereirina)

e alcaloide indélico.
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Tabela 14 - Avaliagdo antipromastigota do extrato e fracdes de G. vellosii.

Leishmania (L.) amazonensis

Método Amostra Clso (ug/mL)
G. vellosii 24h 48h 72h
Maceragao EEGV 13,59 + 0,27 29,57 + 0,83 14,71 + 0,70
exaustiva
FrHexGV 84,31 + 0,50 > 200 > 200
Extrac&o sob FrDcmGV 5,56 + 0,70 20,85 + 0,25 10,06 + 0,80
refluxo FrACOETGV 12,32 + 0,69 82,06 + 0,26 88,61 + 0,20
FrMeOHGV 1,71+ 0,15 3,75+ 0,52 5,95 + 0,66
Particio FNGV 34,59 + 0,83 21,98 £ 0,19 22,98 + 0,91
fcido. pr o FAGV 6,22 + 0,25 10,19 + 0,18 1,07 £ 0,24
F6FAGV 1,56 + 0,16 31,50 + 0,76 1,24 + 0,15

Legenda: Clsy: Concentracao Inibitoria 50%; GV: Geissospermum vellosii; EEGV - Extrato
Etandlico; FNGV — Fracdo de Neutros; FAGV — Fracdo Alcaloidica - FrHexGV —
Fracdo Hexanica; FrDCMGV — Fracgdo Diclorometano; FrACOEtGV — Fracdo Acetato
de Etila; FrMeOHGV - Fracdo Metandlica.
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Figura 26 - Atividade antipromastigota do extrato etandlico e fracdes obtidos das cascas de G.
vellosii contra L. amazonensis.

Legenda: CN: Controle negativo; CSOL: controle do solvente (metanol); BRA: Branco; CP:
Controle positivo (Anfotericina B); EE: Extrato Etandlico; FA: Fracéo Alcaloidica; FN:
Fracdo de Neutro; FrHex: Fracdo Hexéanica; FrDcm: Fragdo Diclorometano;
FrAcOET: Frado Aceto de Etila; FrMeOH: Fracdo Metandlica; FEFAGYV: subfracao 6
da Fracéo Alcaloidica de G. vellosii; F6FAGS: subfracdo 6 da Fracdo Alcaloidica de
G. sericeum.
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Estudos quimico e bioldgico, semelhante ao realizado com G. vellosii,
foram realizados com a G. sericeum. O EEGS apresentou elevada atividade
inibitéria contra formas promastigota (24h Clso= 3,92 + 0,15 pg/mL e 72h Clso=
14,71 £ 0,70 pg/mL), com efeito inibitorio reduzido na avaliacdo de 48h (Clso=
34,34 = 0,13 pg/mL; Tabela 15; Figura 27). Estes resultados levam a crer que
os alcaloides, apesar de promissores para leishmania, tenham efeito
“leishmaniostatico”.

A FrHexGS apresentou efeito inibitério sobre as promastigotas de L.
amazonensis em todos os tempos analisados, porém a melhor resposta
ocorreu em 72h (Clso= 46,33 + 0,90 pg/mL). Fato semelhante foi observado
para a FNGS, na qual o tempo de exposicdo contribuiu para a atividade
antipromastigota (72h Clso= 5,33 + 1,81 ug/mL; Tabela 15; Figura 27). Os
resultados sugerem que estas amostras contenham substancias, de carater
apolar, responséavel pela atividade antipromastigota. Até o presente, nenhum
estudo quimico de FNGS foi realizado.

As fracbes de G. sericeum, que devem possuir maiores teores de
alcaloides, sdo FrDcmGS e FAGS. A FrDcmGS apresentou efeito inibitério
elevado sobre os parasitos em 24h (Clso= 3,92 £ 0,67 pg/mL), enquanto que a
melhor resposta antipromastigota de FAGS foi observada em 72h (Clso= 0,99 +
0,21 pg/mL; Tabela 15; Figura 27). Estas repostas podem estar relacionadas
com composi¢des quimicas diferentes, isto €, a FrDcmGS pode conter os
alcaloides bisinddlicos e a FAGS os alcaloides indolicos e B-carbolinicos
(BASTOS, 2016). A provavel diferenca nos teores de alcaloides presentes nas
fracbes também pode servir de explicacdo para estes diferentes resultados. O
fracionamento de FrDcmGS seria ideal para confimar essa hipdtese. No
entanto, nenhum estudo fitoquimico com CLAE-DAD ou LC-MS comparando
estas duas fracoes foi realizado.

As fracbes FrAcOETGS e FrMeOHGS foram ativas em todas as
avaliacOes realizadas, porém em 24h obteve-se uma menor Clsy (Tabela 15;
Figura 27). A FrMeOHGS, revelou-se positiva para alcaloides, estes alcaloides
devem possuir maior polaridade.

Semelhante a G. vellosii, as fragdes mais promissoras de G. sericeum
foram FrDcmGS e FAGS, porém o melhor efeito tempo dependente ocorreu em
FAGS, sendo esta fracdo selecionada para os estudos quimicos. No presente
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estudo, o fracionamento de FAGS levou a obtencado de subfracdo F6FAGS com
melhora na resposta antipromastigota (Tabela 15; Figura 27). Da fracdo
F6FAGS foram isolados os mesmos alcaloides de G. vellosi, B-carbolinico
(flavopereirina) e alcaloide inddlico. Apesar de conter os mesmos alcaloides,
estas subfracbes F6FAGS e F6FAGV podem conter teores diferentes destes

metabdlitos, portanto, isto pode ter influenciado na resposta.

Tabela 15 - Avaliagdo antipromastigota do extrato e fracdes de G. sericeum.

Leishmania (L.) amazonensis
Amostra

Método Clso (Mg/mL)
G. sericeum 24h 48h 72h
Maceragao EEGS 3,92 £ 0,15 34,34 + 0,13 5,14 + 0,98
exaustiva
FrHexGS 60,91 + 0,69 72,41+ 0,13 46,33 + 0,90
Extrac&o sob FrDcmGS 3,92 + 0,67 29,310+ 0,10 28,62 + 0,30
refluxo FrACOETGS 8,55 + 0,21 24,56 + 0,33 45,63 + 0,50
FrMeOHGS 5,00 + 0,58 31,02 +0,55 17,97 + 0,23
Particio FNGS 2291+ 0,67 23,24 + 1,05 5,33+ 1,81
4cido. base FAGS 4,22 0,05 7,81+0,13 0,99 + 0,21
F6FAGS 3,62 +0,28 16,07 £ 0,03 4,40 0,71

Legenda: Clsy: Concentragdo Inibitéria 50%; GS — Geissospermum sericeum; EEGS - Extrato
Etandlico; FNGS — Fracdo de Neutros; FAGS — Fracdo Alcaloidica - FrHexGS —
Fracdo Hexanica; FrDcmGS — Fragdo Diclorometano; FrACOETGS — Fracdo Acetato
de Etila; FrMeOHGS - Fracao Metandlica.
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Figura 27 - Atividade antipromastigota do extrato etandlico e fragcbes obtidos da casca de G.
sericeum contra L. amazonensis.

Legenda: CN: Controle negativo; CSOL: controle do solvente (metanol); BRA: Branco; CP:
Controle positivo (Anfotericina B); EE: Extrato Etandlico; FA: Fracao Alcaloidica; FN:
Fracdo de Neutro; FrHex: Fracdo Hexanica; FrDcm: Fragcdo Diclorometano;
FrAcOET: Frado Aceto de Etila; FrMeOH: Fracdo Metandlica; F6FAGV: subfracdo 6
da Fracéo Alcaloidica de G. vellosii; F6FAGS: subfracdo 6 da Fracdo Alcaloidica de
G. sericeum.
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Comparando-se as duas espécies de Geissospermum, o0 extrato
etandlico de G. sericeum mostrou-se mais promissor que o extrato de G.
vellosii. Em relacéo ao fracionamento, as fracfes de G. sericeum apresentaram

melhor perfil de atividade antipromastigota (Tabela 16).

Tabela 16 — Analise comparativa da avaliagdo antipromastigota entre as espécies G. vellosii e

G. sericeum.
Amostra Atividade
G. vellosii 24h 48h 72h
EEGV A A A
FrHexGV MMA | |
FrDcmGV MA A A
FrAcOETGV A MMA MMA
FrMeOHGV MA MA MA
FNGV MMA A A
FAGV MA A MA*
F6FAGV MA MMA MA*
G. sericeum 24h 48h 72h
EEGS MA MMA MA
FrHexGS MMA MMA MMA
FrDcmGS MA A A
FrAcOETGS MA A MMA
FrMeOHGS MA MMA A
FNGS A A MA
FAGS MA MA MA*
F6FAGS MA A MA

Legenda: GV: Geissospermum vellosii; GS — Geissospermum sericeum; EE - Extrato
Etandlico; FN — Fracdo de Neutros; FA — Fracdo Alcaloidica - FrHex — Fragéo
Hexanica; FrDCM — Fracdo Diclorometano; FrACOET — Fracdo Acetato de Etila;
FrMeOH — Fragdo Metandlica; < 10 pg/mL: muito ativo (MA); = 10 a 30 pg/mL: ativo
(A); 31-100 pg/mL - moderada atividade (MMA) e > 100 pg/mL inativo (I); * < 1,5
pg/mL.

Algumas vezes, o fracionamento pode contribuir nos processos
metabolicos celulares culminando com possiveis dano celular, ou seja,
apresentar atividade citotoxica. Desta forma, tornou-se necessario avaliar a
citotoxicidade das amostras obtidas.

O extrato de G. vellosii e suas fragfes foram submetidos a avaliacdo de
citotoxicidade em células THP-1 diferenciada em macrofagos e em células de
figado humano (HepG2). A linhagem cellular THP-1 é amplamente usada como
modelo experimental em estudo in vitro para identificacdo de novas
substancias com potencial atividade biolégica (BANDERALI et al. 2011), um
modelo bem estabelecido para “screening” para substancias antileishmania
(GEBRE-HIWOT et al. 1992). A escolha de outra linhagem, células hepatoma
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(HepG2), fundamentou-se no fato desta linhagem induzir a enzima CYP450
(CHOI et al. 2015), com isso podendo metabolizar os componentes da planta,
possibilitando a avaliagao de sua citotoxicidade (BASTOS, 2016).

A extragdo sob refluxo do extrato de G. vellosii contribuiu para o
aumento da citotoxicidade em células HepG2. No entanto, a particdo acido-
base aumentou, de forma menos acentuada, a citotoxicidade desta espécie
frente a linhagem THP-1. A subfragdo F6FAGV (24h, THP-1 CCso= 230,5 %
0,45 pg/mL; HepG2- CCso= 415,2 ug/mL) apresentou uma citotoxicidade
inferior ao extrato (24h, THP-1 CCso= 178,0 = 0,36 pg/mL; HepG2- CCsp= 119,0
+ 0,37 pg/mL). O aumento do tempo de exposi¢cdo da célula ao extrato ou
fracOes contribuiu para a reducgéo da citotoxicidade (Tabela 17).

Os possiveis mecanismos envolvidos na citotoxicidade de alcaloides
inddlicos sao: intercalacdo de DNA, ocasionando cisdo de cadeia simples e
ligagbes cruzadas (ROSS, GLAUBIGER, KOHN, 1978); inibicdo da tirosina
quinase, competindo pelo sitio de ligacdo do ATP (HEALY et al. 2009); inibic&o
da Topoisomerase 2; alquilacdo covalente de macromoléculas e geracdo de
radicais livres (SHI et al. 1998). Além de bloquear a polimerizacdo dos
microtibulos (MAHIDOL et al. 1998), inibir a DNA topoisomerase | (LEE, 1999),
e causar metastase (HWANG et al. 2011).

Estudos realizados com o alcaloide camptotecina apresentaram acoes
deste metabdlito sobre enzima DNA topoisomerase | (TOP 1; BRANDAO et al.
2010), promovendo a quebra de uma das fitas de DNA que permite o giro da
fita quebrada sobre a fita intacta, de forma a reduzir a tenséo torcional da
molécula, inibindo a religacdo do DNA (EFFERTH et al. 2007). Essa tensdo do
DNA é causada pela replicacéo, transcricdo e remodelagem da cromatina.
Inibidores de topoisomerases agem principalmente na etapa intermediaria da
clivagem e a fita permanece clivada por periodos de tempo, praticamente
indetectaveis. Durante a religagdo do DNA pelo complexo de clivagem
(TOP1cc) ocorre ataque nucleofilico na ligacdo fosfodiéster-DNA-tirosil pelo
final da fita de DNA livre, 5’-hidroxil-DNA, sendo crucial o perfeito alinhamento
destes. O alcaloide consegue penetrar nas células dos vertebrados e alcancar
a TOP 1, sendo reversivel com a retirada da mesma, minutos apds a exposi¢cao

(POMMIER, 2006). Logo, acredita-se que essa acao seja a responsavel pela
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reducdo da citotoxicidade ao aumentar o tempo de exposi¢cdo da célula ao

extrato ou fracoes.

Tabela 17 - Avaliacdo da citotoxicidade de G. vellosii.

CCsp (ug/mL)

Amostra
Células HepG2 Células THP-1

G. vellosii 24h 24h 48h 72h
EEGV 119, 0+ 0,37 178,0 + 0,36 581,1 + 0,60 829,4 + 1,09

FrHexGV 15,0 ND ND ND

FrDcmGV 76,8 ND ND ND

FrAcOETGV 84,7 ND ND ND

FrMeOHGV 19,4 ND ND ND
FNGV 110,4 115,9 + 0,35 514,4 + 0,61 744,3 + 0,23
FAGV 250,0 121,4 + 0,29 535,4 + 0,43 774,3 + 0,47
F6FAGV 415,2 230,5+ 0,45 625,7 + 0,34 629,4 +0,91

Legenda: CCsy: Concentragdo Citotoxica 50%; GV: Geissospermum vellosii; EE - Extrato
Etandlico; FN — Fracdo de Neutros; FA — Fracdo Alcaloidica - FrHex — Fracao
Hexanica; FrDCM — Fracdo Diclorometano; FrACOET — Fragdo Acetato de Etila;
FrMeOH — Fragdo Metandlica.

Avaliou-se também a citotoxicidade do extrato e fracbes obtidos de G.
sericeum (Tabela 18) e alguns resultados foram muito semelhantes aos obtidos
para G. vellosii frente a linhagem THP-1, isto €, o aumento do tempo de
exposi¢do a mostra (48h e 72h) reduziu a citotoxicidade (maior CCs). Diferente
da G. vellosii, as fragcbes obtidas por extragcdo sob refluxo foram menos
citotoxicas que as fracdes obtidas por particdo acido-base, na avaliacdo de
24h. A fracdo de alcaloides de G. sericeum apresentou uma citotoxicidade
significativa na avalicdo de 24h, porém esta citotoxicidade n&o foi observada
nos tempos de 48 e 72h (Tabela 18). Estes resultados reforcam a premissa de

que a atividade destes alcaloides esteja ligada a sua acgéo citostatica.
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Tabela 18 - Avaliagcéo da citotoxicidade de G. sericeum.

CCsp (Hg/mL)

Amostra
Células HepG2 Células THP-1
G. sericeum 24h* 24h 48h 72h
EEGS 472,5+ 0,64 215,0 £ 0,29 648,1 + 0,45 721,6 £ 0,57
FrHexGS 375,1+0,78 ND ND ND
FrDcmGS 155,8 + 0,28 ND ND ND
FrAcOETGS 252,0+0,21 ND ND ND
FrMeOHGS 247,3+0,42 ND ND ND
FNGS 259,3+0,42 126,7 £ 0,15 591,6 + 0,36 638,4 £ 0,65
FAGS 299,4+0,35 57,59 +0,11 564,0 + 0,42 670,1 + 0,38
F6FAGS 869,9 + 0,99 389,1 + 0,37 641,4 + 0,45 716,6 £ 0,41

Legenda: CCsgy: Concentracdo Citotoxica 50%; GS — Geissospermum sericeum; EE - Extrato
Etandlico; FN — Fracdo de Neutros; FA — Fracdo Alcaloidica - FrHex — Fracao
Hexanica; FrDCM — Fracdo Diclorometano; FrACOET — Fragdo Acetato de Etila;
FrMeOH — Fragédo Metandlica.

Os resultados obtidos demonstraram que as duas espécies estudadas
Sao promissoras, porém a seguinte questao foi levantada: qual a espécie deve
ser priorizada para as proximas etapas da pesquisa? Tentando responder esta
questao determinou-se o indice de seletividade de todas as amostras (Tabela
19). Nesta tabela, observa-se que, de forma geral, o extrato de G. sericeum e
suas fracdes, exceto a fracdo alcaloidica (FAGS), apresentaram melhores
indices de seletividade. No entanto, a fracao alcaloidica (FAGV) de G. vellosii e
sua subfracdo (F6FAGV) foram mais seletivas. Apesar destas fracoes
provavelmente terem maiores teores dos alcaloides, sdo menos citotoxicas.

A citotoxicidade de G. vellosii também foi avaliada em cancer de ovario,
obtendo-se inibicdo do crescimento celular pelo extrato hidroalcodlico das
cascas de G. vellosii, de forma tempo dependente (48h, CCsp= 180-235 pg/mL;
YU e CHEN, 2014). E possivel que esta atividade esteja relacionada a inducéo
de apoptose. A fracéo alcaloidica de G. vellosii, reduziu de forma significativa o
crescimento in vitro em linhagem celular de cancer de prostata humano nas
concentracbes de 100 ou 500 pg/mL (24, 48 e 72h; p < 0,001), atribuida a
inducao de apoptose de forma dose dependente (BEMIS et al. 2009).

Acredita-se que a fracdo alcaloidica de G. vellosii afeta o crescimento
celular, em especial os alcaloides B-carbolinicos, com supressdo da atividade
das proteinas quinases dependentes de ciclina (CDK, cyclin-dependent protein
kinase; CAO et al. 2007). Estas proteinas sao ativadas por ligagdo com uma
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molécula reguladora positiva, a ciclina; ou por fosforilacdo de um residuo de
treonina (Thr 160 em CDK2) localizado na alga conhecida como segmento de
ativagdo. O nucleo catalitico da proteina CDK2 € composto de multiplos
subdominios encontrados em todas as proteinas quinases. Com isso, ao inibir
a ativacdo dessas proteinas, acredita-se que ocorra supressao da divisdo
celular ou indugéo da morte celular (BEMIS et al. 2006; BEMIS et al. 2009).

Em outro estudo, o extrato enriquecido com alcaloides -carbolinicos
das cacas de G. vellosii foi capaz de reduzir o crescimento celular e induzir a
apoptose em células do cancer de prostata metastatico de forma tempo
dependente (72h, CCsp= 122,08 pg/mL). Observou-se que o extrato diminuiu a
fosforilacdo ativa da proteina AKT em Ser473 e NFkB/p65 em Ser536. Além
das proteinas alvo NF-kB bem conhecidas, ciclina D1, bem como a Bcl-2, Bcl-
xL, e de XIAP, envolvida na proliferacdo celular e sobrevivéncia, também
suprimi genes alvo de NF-kB, tais como Fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF-A) e Metaloproteinases da matriz (MMP-9), envolvida na
metastase. Também inibe significativamente a atividade de ligacdo NF-
kB/RelA/p65 de DNA e sua transcricdo. Todos os dados sustentdo a hipétese
de que esse extrato suprime a via de sinalizacdo de NF-kB, através da inibi¢ao
do fator de transcrigdo NF-kB (kappa B; CHANG et al. 2014).

No tratamento do cancer podem ser usados os alcaloides bisinddlicos
(vimblastina e vincristina) e o alcaloide indolico elipticina. Apesar de
pertencerem a mesma classe quimica, estes farmacos possuem mecanismos
de acdo diferentes. A vimblastina bloqueia a mitose em metéfase, fixando-se
sobre as subunidades a e B da tubulina, na fase S do ciclo celular, impedindo a
sua polimerizacédo e a formacgdo de microtubulos do fuso, além de reduzir a
biossintese dos acidos nucléicos nas células tumorais e diminuir a producao de
energia celular, inviabilizando a divisédo celular (HAIT et al. 2007). Enquanto
que as elipticinas podem interagir com o DNA por intercalacido (POLJAKOVA et
al. 2007) ou inibicdo da Topoisomerase 2, podendo interromper o ciclo celular
por regulacéo da expresséo de algumas quinases, tais como ciclina B1 e Cdc2.
Além disso, podem agir através da fosforilagdo dessa ultima ciclina, induzindo a

apoptose e geracao de radicais livres citotoxicos (KUO et al. 2006).
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Os mecanimos de acao dos alcaloides precisam ser elucidados, mas
acredita-se que a obtencao de fracdes ricas nestes metabolitos (indolicos, beta-
carbolinicos e bisindolicos) possam ter efeitos antitumorais

No presente estudo, o alcaloide indolico e B-carbolinico (Tabela 21),
fracOes ricas em alcaloides (FNGV, FAGv, F6FAGV; Tabela 19) apresentaram
efeitos citotéxicos moderados para as células THP-1. No entanto, fracbes
extraidas sob refluxo, com provavel presenca de alcaloides bisinddlicos,
mostraram elevada citotoxicidade (Tabela 17; BASTOS, 2016).



Tabela 19 — Andlise comparativa em diferentes tempos de avaliacao.
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G. vellosii G. sericeum ~
Amostras Clyg (Ug/mL) CCo(ug/mL) IS Cls(ug/ml)  CCe(ug/mL) IS Observagao

th 13,59 178.0 131 3.92 215.0 54.8 GS: maior ati\(idade a.n'Fipromastigota e
-72h 14,71 829,4 56,4 5,14 721,6 140,4 maior seletividade
FrHex Fracdes pouco promissoras: atividade
-24h 84,305 375,15 4,5 60,91 375,15 6,2 ‘é .dp " p e
791 > 200 i ! 4633 i ! reduzida e baixa seletividade (<10)
FrDcm
-24h 5,556 76,85 138 3,92 155,8 39,7 GS: mais promissora
-72h 10,056 - ! 28,62 - -

FrACOET GS: mais promissora
-24h 12,32 84,74 6,9 8,55 252,05 29,5 '
-72h 88,61 - - 45,63 - -

Fr_'\gihOH 1,707 19,4 114 5.00 2473 465 Maior ativida}de da frac;éo~de GV e maior
7oh 5954 i | 17,96 X i seletividade da fracdo de GS
§4Nh 34.59 115.9 3.35 2201 1267 55 Atividade antipromals;igota e seletividades
-72h 6,22 7443 119,6 5,33 638,4 119,8 semelhantes
gﬁ\h 6,22 1214 195 4.22 57.59 13.6 Atividades gntipron_’na_stigota semelhantes
-72h 1,07 774,3 723,6 0,99 670,1 676,9 e maior seletividade para GV
F6FA
-24h 1,56 230,5 147,8 3,62 389,1 107,5 GV: maior atividade e seletividade
-72h 1,24 629,4 507,6 4.4 716,6 162,9

Legenda: Clsy: Concentracéo Inibitra 50%; CCs,: Concentragéo Citotoxica 50%; IS: Indice de Seletividade; EE - Extrato Etandlico; FN — Frac&o de Neutros;
FAGS - Fragdo Alcaloidica - FrHex — Fracdo Hexanica; FrDcm — Fracdo Diclorometano; FrAcCOET — Fracdo Acetato de Etila; FrMeOH — Fracao
Metandlica. < 10 pg/mL: muito ativo (MA); = 10 a 30 pg/mL: ativo (A); 31-100 pg/mL - moderada atividade (MMA) e > 100 pg/mL inativo (I); * < 1,5

pg/mL.
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Outro estudo avaliou a citotoxicidade do extrato etandlico e fracdes obtidas
das cascas de G. sericeum, a partir dos métodos de extracdo sob refluxo e por
particdo acido-base, frente a linhagens celulares de origem renal (VERO) e hepatica
(HepG2), no qual observou-se que as fracbes obtidas por extracdo sob refluxo
apresentaram elevada citotoxicidade para células de origem renal e menor
citotoxicidade para as células hepéticas (HepG2; Tabela 20; BASTOS, 2016).

O alcaloide bisindolico, vimblastina € lentamente eliminado por via renal, com
0s seguintes feitos toxicos: destruicdo celular rapida, resultando no aumento do
catabolismo de purinas, elevacdo do &cido Urico e nefrotoxicidade (DYNAMED,
2016). Estas informacBes reforcam a hipétese de que as fracdes extraidas sob
refluxo possam conter alcaloides bisinddlicos.

Quando se relaciona as citotoxicidade a atividade antipromastigota, todas as
fracOes obtidas sob refluxo parecem nao ser promissoras, devido IS inferior a 10
(célula VERO), sugerindo presenca de constituintes com elevado potencial
nefrotoxico.

Na particdo acido-base obteve-se uma fracdo mais seletiva (menor
citotoxicidade para as células renais) que o extrato, a fracdo alcaloidica (FAGS). No
entanto, o extrato apresentou maior seletividade para células hepaticas que a fracédo
FAGS (Tabela 20).

Da fracdo de alcaloides de G. sericeum foram isolados os alcaloides indélico
e B-carbolinico (flavopereirina). Atualmente existem 2 alcaloides indélicos, isolados
de espécies pertencentes a familia Apocynaceae, cujas atividades antitumorais ja
foram comprovadas: elipticina e olivacina (OLIVEIRA, 2009; HENRIQUE;
NUNOMURA,; POHLIT, 2010). Estudos anteriores demonstraram certa seletividade
da elipticina e dos seus derivados para células tumorais de linhagem do Sistema
Nervoso Central (ACTON et al. 1994; ANDERSON; GOPALSAMY; REDDY, 1994;
JURAYI et al. 1994; SHI et al. 1998).

Além disso, estes alcaloides sdo heterociclicos contendo o nitrogénio e
podem apresentar uma potente inibicAio do CYP (enzimas citocromo P450,
presentes em especial no figado) por interagir com o ferro (férrico ou ferroso) do
CYP. A elipticina e seu derivado 9-hidroxi-elipticina tém sido usados com sucesso
como inibidores da CYP1Al e CYP1A2 (LESCA et al. 1979). Fato semelhante pode
estar ocorrendo com os alcaloides de G. sericeum, estes podem ser metabolizados

pelo figado e interferir no metabolismo de outros farmacos.
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Ao analisar todos os resultados da G. sericeum fica claro que a forma de
fracionamento utilizada interfere na citotoxicidade e na atividade antripromastigota,
sendo a melhor estratégia de fracionamento a particdo acido-base. Devido o menor
potencial antipromastigota das fracdes extraidas sob refluxo, estas ndo foram

submetidas a estudos fitoquimicos.

Tabela 20 — Avaliacéo citotdxica e inibitéria do extrato e fragBes de G. sericeum.

CCso(ug/mL)  Clsp(ug/mL) CCso(ug/mL)  Clso(ng/mL)

Amostras VERO* LA IS HepG2* LA IS
EEGS 113,6 3,92 28,98 472,5 3,92 120,5
FrHexGS 9,86 60,91 0,16 375,1 60,91 6,16
FrDcmGS 10,48 3,92 2,67 155,8 3,92 39,7
FrACoETGS 16,84 8,55 1,97 252,05 8,55 29,5
FrMeOHGS 6,81 5,00 1,36 247,3 5,00 49,46
FNGS 130,1 22,91 5,68 259,3 22,91 11,31
FAGS 173,3 4,22 41,1 299,14 4,22 70,95

Legenda: *Bastos, 2016; LA: L amazonensis; GS — Geissospermum sericeum; EEGS - Extrato
Etandlico; FNGS — Fracdo de Neutros; FAGS — Fragéo Alcaloidica - FrHexGS — Fracao
Hexanica; FrDcmGS — Fracdo Diclorometano; FrACOETGS — Fracdo Acetato de Etila;
FrMeOHGS - Fracdo Metandlica.

Visando identicar o alcaloide com atividade antileishmania, a flavopereirina e
o alcaloide inddlico (F3F6FAGV) foram submetidos a avaliacdo da atividade
antipromastigota (Tabela 21). Quando comparado com 0s extratos etandlico e
fracOes de alcaloides de G. vellosii e G. sericeum, observou-se que o alcaloide
inddlico (F3F6FAGV) apresentou menor atividade inibitéria sobre a forma
promastigota. Este resultado sugere que alcaloide ndo seja o constituinte envolvido
na atividade antipromastigota.

A flavopereirina também foi submetida ao ensaio contra as formas
promastigota de L. amazonensis, sendo este alcaloide considerado muito ativo.
Logo, o principal alcaloide responsavel pela atividade antipromastigota de G.vellosii
e G. sericeum é a flavopereirina. Outro estudo avaliou a atividade antimaléarica de
alcaloides inddlicos e B-carbolinico (flavopereirina) isolados de G. sericeum e obteve
resultado semelhante, isto é, o alcaloide mais promissor foi a flavopereirina
(STEELE et al. 2002).

A flavopereirina e o alcaloide inddlico mostraram-se pouco toxicos para as

células THP-1. O aumento do tempo de exposicao reduziu a citotoxicidade (Tabela
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21). O alcaloide coralina inibe as topoisomerases | e Il, apresenta atividade
antileishmania e antitumoral, no entanto estas atividades sao concentracéo
dependentes. Sugere-se, com isso, que a flavopereina possa se comportar de forma
semelhante a coralina. Assim sendo, a flavopereirina em baixas concentracfes
apresenta elevada atividade antipromastigota e em maiores concentragdes efeito
antitumoral.

Quando se compara a flavopereirina a anfotericina B, observa-se que a
flavopereirina apresentou atividade similiar a anfotericina B nos tempos iniciais
avaliados (24-48h, p > 0,05; Tabela 23). No entanto, a flavoperirina apresentou
capacidade inibitéria maior no tempo de 72 horas (p < 0,05; Tabela 23), além de
maior indice de seletividade em relacdo a anfotericina B (Tabela 21). Logo, a
avaliacdo da atividade contra forma amastigota de flavopereirina, torna-se urgente.

O alcaloide F3F6FAGV, majoritario na planta, apresentou menor atividade
que a anfotericina B e menor seletividade (Tabela 21), ndo sendo promissor para o

tratamento da leishmaniose.

Tabela 21 — Avaliagéo citotdxica e inibitéria das substancias isoladas.

Substéancias THP-1 (CCsg ug/mL) Clso pg/mL IS
F3F6FAGV
24h 232,0 £ 0,69 78,25+ 0,30 2,9
48h 420,6 + 0,78 52,07 + 0,82 8,1
72h 455,9 + 0,29 43,53 +0,78 10,5
Flavopereirina
24h 225,5+0,9 0,23+0,10 908,4
48h 533,3 £0,15 2,34 £ 0,50 227,9
72h 734,0 £ 0,86 0,15 + 0,06 4893,3
Anfotericina B
24h 272,7 £ 0,09 0,42 £ 0,09 649,3
48h 584,6 + 0,46 1,79 + 0,06 326,6
72h 637,7+0,72 0,35+ 0,01 1822

Legenda: TPH-1: linguagem de células de leucemia; CCso: Concentragéo Citotoxica 50%; Clso:
Concentracéo Inibitéria 50%; IS: Indice de Seletividade; F3F6FAGV — subfra¢do; Anf B —
Anfotericina B.

Alguns autores (MARCUCCI, 1996; RIOS; RECIO; VILLAR, 1987; BIRDI et al.
2010; DIAS, 2012) alegam que a atividade medicinal de uma planta se deve ao
efeito sinérgico de seus constituintes. Entdo, visando avaliar a existéncia de
sinergismo para atividade antipromastigota, realizou-se um estudo com diferentes

concentracdes de flavopereirina associada ao alcaloide indélico na proporcéao de 1:1



(25 pg/mL+ 25 pg/mL; 12,5 pg/mL+12,5 pg/mL, etc.). Apos 24, 48 e 72h foram

determinadas as concentracgdes inibitorias 50% desta associacdo (Tabela 22).

Tabela 22 — Avaliacao citotéxica e inibitoria das substancias em associacao.

Associacao THP-1 (CCsgo ug/mL) Clso ug/mL IS
F3F6FAGV * Anf B

24h 230,0 £ 0,09 0,55+0,91 418,2

48h 615,0 £ 0,99 0,323 +£0,34 1904,0

72h 640,8 £ 0,56 0,242 + 0,94 2647,9

Flavopereirina + Anf B

24h 487,9 £ 0,25 0,375+ 0,22 1301,1

48h 533,3 £0,15 0,679 £ 0,86 785,5

72h 598,6 + 0,89 2,627 + 0,90 227,9
F3F6FAGYV + Flavopereirina

24h 568,8 + 0,30 5,15+0,11 110,5

48h 760,1 £ 0,95 7,96 £ 0,48 98,8

72h 640,5 £ 0,54 0,31+0,71 2066,1
F3F6FAGV + Flavop. + Anf B

24h 546,9 £ 0,13 1,44 + 0,34 379,8

48h 690,0 £ 0,8 0,42 £ 0,33 1642,9

72h 685,5 + 0,56 0,19 + 0,95 3607,9

Legenda: TPH-1: linguagem de células de leucemia; CCs: Concentracéo Citotoxica 50%; Clsg:
Concentragéo Inibitoria 50%; IS: Indice de Seletividade; F3F6FAGYV — subfragéo; Flavop. —
Flavopereirina; Anf B — Anfotericina B.

A associacdo da flavopereirina ao alcaloide indélico ndo contribui para a
atividade antipromastigota, ao contrario, reduziu de forma significativa a atividade da
flavopereirina (24-48h, p < 0,05; Tabela 23). Também n&o houve sinergismo para a
citotoxicidade e a seletividade foi elevada. Estes resultados reafirmam a hip6tese
gue a flavopereirina seja o marcador farmacoldgico de G. sericeum e G. vellosii.

O alcaloide inddlico (F3F6FAGV) e a flavopereirina podem possuir
mecanismos de a¢do sobre a leishmania e a célula semelhantes. Em virtude disso,
pode ocorrer competicdo pelo sitio de ligacédo, e este fato explicaria a reducdo da
atividade antipromastigota da flavopereirina.

A anfotericina B atua ligando-se e alterando especificamente os esterdis da
membrana celular da leishmania (ergosterol), 0 que altera sua permeabilidade e a
célula perde potassio e moléculas pequenas, levando a morte do parasito (SAHA,
MUKHERJEE; BHADURI, 1986; OLLIARO e BRYCESON, 1993; URBINA, 1997). Os
alcaloides parecem exercer seu efeito antileishmania através da ligagdo com o

complexo DNA topoisomerase (BRANDAO et al. 2010). Quando se associa duas


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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substancias com mecanismos de acao diferentes espera-se obter efeito sinérgico
para atividade e pode ocorrer sinergismo para a citotoxicidade.

Quando se associou a anfotericina B ao alcaloide indolico (F3F6FAGV) nao
houve sinergismo para o efeito antipromastigota (24h e 72h, p > 0,05; Tabela 23) e
nem para a citotoxicidade (p > 0,05). No entanto, a associacdo da anfotericina ao
flavopereirina reduziu a atividade antipromastigota (72h, p < 0,05; Tabela 23) e sua
seletividade (24-48h, p < 0.05). Desta forma, ndo se recomenda a associacao.

Apesar de ter maior afinidade para o ergosterol, a anfotericina B também
pode se ligar as membranas celulares ricas em colesterol dos tubulos renais, neste
caso, pode ocorrer dano aos rins (FUKASAWA, 2005). Cerca de 80% dos usuarios
de anfotericina B convencional tem diminuicdo da funcdo renal. Além disso, pode
causar danos no figado, trombocitopenia com risco de hemorragias e outros danos
vasculares tém sido relatados (BERDICHEVSKI, 2003).

No estudo de Bastos (2016), a fracdo alcaloidica de G. sericeum (da qual foi
isolado a flavopereirina) apresentou baixa citotoxicidade para as células renais
(VERO) e células hepaticas (HepG2). Porém, a atividade da flavopereirina nestas
linhagens ainda nao foi avaliada. Apesar disso, a flavopereirina parece ser
promissora como antileishmania e sua associagdo com anfotericina B ou com o

alcaloide inddlico ndo contribui para a atividade.



Tabela 23 — Avaliacao da acao inibitérias das diferentes associacées.
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Clso (ug/mL)

Clso (pg/mL)

Valor de p

Observacéao

Flavopereirina
24h: 0,23 +£0,10
48h: 2,34 + 0,50
72h: 0,15 + 0,06
Flavopereirina
24h: 0,23+ 0,10
48h: 2,34 + 0,50
72h: 0,15 + 0,06
Flavopereirina
24h: 0,23+ 0,10
48h: 2,34 + 0,50
72h: 0,15 + 0,06
Flavopereirina
24h: 0,23 +£0,10
48h: 2,34 + 0,50
72h: 0,15 + 0,06
Flavopereirina
24h: 0,23+ 0,10
48h: 2,34 + 0,50
72h: 0,15 + 0,06
Anfotericina B
24h: 0,42 £ 0,09
48h: 1,79 + 0,06
72h: 0,35+ 0,01
Anfotericina B
24h: 0,42 + 0,09
48h: 1,79 + 0,06
72h: 0,35+ 0,01

F3F6FAGV
24h: 78,25 £ 0,30
48h: 52,07 £ 0,82
72h: 43,53 £ 0,78

Anfotericina B
24h: 5,15+ 0,11
48h: 7,96 + 0,48
72h: 0,31 +0,71
F3F6FAGV + Flavop
24h:5,15+0,11
48h: 7,96 + 0,48
72h: 0,31 +£0,71
Flavop. + Anf B
24h: 0,38 £ 0,22
48h: 0,68 + 0,86
72h: 2,63 £ 0,90

F3F6FAGV + Flavop. + Anf B

24h: 1,44 + 0,34
48h: 0,42 + 0,33
72h: 0,19+ 0,95
F3F6FAGV + Anf B
24h: 0,55+ 0,91
48h: 0,32+ 0,34
72h: 0,24 £ 0,94
Flavop. + Anf B
24h: 0,38 + 0,22
48h: 0,68 + 0,86
72h: 2,63 + 0,90

24h, p < 0,05
48h, p < 0,05
72h, p < 0,05

24h, p < 0,05
48h, p < 0,05
72h, p < 0,05

24h, p < 0,05
48h, p < 0,05
72h, p > 0,05

24h, p > 0,05
48h, p < 0,05
72h, p < 0,05

24h, p < 0,05
48h, p < 0,05
72h, p > 0,05

24h, p > 0,05
48h, p < 0,05
72h, > 0,05

24h, p > 0,05
48h, p < 0,05
72h, p < 0,05

Flavopereirina mais ativa
em todo os tempos

Flavopereirina mais ativa
no tempo 72h

Reduziu a atividade da
flavopereirina, sugerindo
competicdo pelo sitio de

ligacdo

Reduc¢éo da atividade da
flavopereirina

24h: reducéo da atividade
da flavopereirina; 48h
efeito sinérgico

N&o houve sinergismo

N&o houve sinergismo

Legenda: CCsy: Concentracdo Citotoxica 50%; Clso:

Concentracao Inibitoria 50%; IS: indice de
Seletividade; F3F6FAGV — subfracédo; Anf B — Anfotericina B; Flavop. — Flavopereirina; p
valor a partir do teste “t-student”.
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6 CONCLUSAO

Os estudos farmacogndsticos demonstraram que os pos das cascas de G.
vellosii e G. sericeum estavam de acordo com 0s parametros preconizados pela
Farmacopeia Brasileira V ed. (2010). Estudos fitoquimicos levaram ao isolamento de
alcaloides indolico (F3F6FAGV) e B-carbolinico (flavopereirina), sendo a
flavopereirina a responsavel pela atividade “leishmaniostatica” destas espécies.
Além disso, quanto maior o tempo de exposicdo dos macrofagos menor foi a
citotoxicidade e maior a seletividade. Porém, quando se associou os dois alcaloides,
ou o alcaloide a anfotericina B, observou-se que ndo houve sinergismo para a
atividade antipromastigota. Logo, a flavopereirina parece ser mais promissora que a

anfotericina.



123

REFERENCIAS

ABRANTES, J. L. Estudo da atividade anti-HSV-1 de terpenos isolados de algas
pardas marinhas. 2006. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Neuroimunologia) —
Universidade Federal Fluminense, Instituto de Biologia, Nitéroi, 2006.

ACTON, E. M.; NARAYANAN, V. L.; RISBOOD, P. A.; SHOEMAKER, R. H;
VISTICA, D. T.; BOYD, M. R. Anticancer specificity of some ellipticinium salts against
human tumors in vitro. Journal of Medicinal Chemistry, v. 37, n. 14, p. 2185-2189,
1994,

ALMEIDA, M. R.; LIMA, J. A.; DOS SANTOS, N. P.; PINTO, A. C. Pereirina: o
primeiro alcaloide isolado no Brasil?. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 19,
n. 4, p. 942-952, 20009.

ALMEIDA, L. S. Produtos florestais ndo madeireiros em area manejada: andlise
de uma comunidade na regido de influéncia da BR 163, Santarém, Estado do Para.
2010. 128 f. Dissertagédo (Mestrado em Ciéncias Florestais) - Universidade Federal
Rural da Amazbnia, Programa de pdés-graduacdo em ciéncias florestais, Belém,
2010.

AMARANTE, C. B. Estudo quimico, farmacognéstico, atividade biolégica e
farmacologica de Montrichardia linifera (Arruda) Schott. 2010. 320 f. Tese
(Doutorado em Quimica) - Universidade Federal do Para, Instituto de Ciéncias
Exatas e Naturais, Belém, 2010.

ANDERSON, W. K.; GOPALSAMY, A.; REDDY, P. S. Design, synthesis and study
of 9-substituted ellipticine and 2-methylellipticinium analogues as potential CNS-
selective antitumor agents. Journal of Medicinal Chemistry, v. 37, n. 13, p. 1955—
1963, 1994.

ANTHONY, J.; FYFE, L.; SMITH, H. Plant active components — a resource for
antiparasitic agents?. Trends in Parasitology, v. 21, n. 10, p. 462-468, 2005.

ANTOINE, J. C. et al. The biogenesis and properties of the parasitophorous vacuoles
that harbour Leishmania in murine macrophages. Trends in Microbiology, v. 6, n.
10, p. 392-401, 1998.

ARAGAO, H. B. Transmissdo da leishmaniose no Brasil pelo Phlebotomus
intermedius. Brasil Médico, v. 36, p. 129-130, 1922.

AUROUSSEAU, M. M. Estude pharmacodynamique de la geissospermine alcaloide
principal du Geissospermum laeve (Vellozo) Baillon (Apocynacées). Annales
Pharmaceutiques Francaises, v. 19, n. 2, p. 104-116, 1960.

BALANA-FOUCE, R.; REGUERA, R. M.; CUBRIA, J. C.; ORDONEZ, D. The
pharmacology of Leishmaniasis. General Pharmacology, v. 30, n. 4, p. 435-443,
1998.


http://pubs.acs.org/author/Narayanan%2C+Ven+L.
http://pubs.acs.org/author/Risbood%2C+Prabhakar+A.
http://pubs.acs.org/author/Shoemaker%2C+Robert+H.
http://pubs.acs.org/author/Vistica%2C+David+T.
http://pubs.acs.org/author/Boyd%2C+Michael+R.
http://pubs.acs.org/journal/jmcmar
http://pubs.acs.org/journal/jmcmar

124

BANDEIRA, K. F. Otimizacdo e comparacdo de metodologias de extracdo de
casearinas em Casearia sylvestris. 2004. 113 f. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Quimica, Araraquara, 2004.

BANDERALI, U. Curcumin blocks Kv11l.1 (erg) potassium current and slows
proliferation in the infant acute monocytic leukemia cell line THP-1. Cellular
Physiology and Biochemistry, v. 28, n. 6, p. 1169-1180, 2011.

BARROSO, G. M.; PEIXOTO, A. L.; COSTA, C. G.; ICHASO, C. L. F.; GUIMARAES,
E. F.; LIMA, H. C. Sistematica de Angiospermas do Brasil. Vol. 3. Vicosa:
Imprensa Universitaria da Universidade Federal de Vigosa, 1986. 326p.

BASTOS, M. L. C. Avaliacdo de Citotoxicidade e Genotoxicidade de G.
sericeum. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade
Federal do Para, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Belém,
2016.

BELJANSKI, M.; BELJANSKI, M. S. Selective inhibition of in vitro synthesis of cancer
DNA by alkaloids of B-carboline class. Pathobiology, v. 50, n. 2, p. 79-87, 1982.

BELJANSKI, M. The anticancer agent PB-100, selectively active on malignant cells,
inhibits multiplication of sixteen malignant cell lines, even multidrug resistant.
Genetics and Molecular Biology, v. 23, n. 1, p. 29-33, 2000.

BEMIS, D. L.; CAPODICE, J. L.; GORROOCHURN, P.; KATZ, A. E.; BUTTYAN, R.
Anti-prostate cancer activity of a B-carboline alkaloid enriched extract from Rauwolfia
vomitoria. International Journal of Oncology, v. 29, n. 5, p. 1065-1073, 2006.

BEMIS, D. L.; CAPODICE, J. L.; DESAI, M.; KATZ, A. E.; BUTTYAN, R. B-carboline
alkaloid-enriched extract from the Amazonian rain forest tree Pao Pereira suppresses
prostate cancer cells. Journal of society for integrative oncology. v. 7, n. 2, p. 59-
65, 2009.

BERDICHEVSKI, R.H. Nefrotoxicidade associada a anfotericina B em pacientes
de baixo risco. 2003. 66 f. Dissertacdo (Mestrado em Nefrologia) - Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Porto Alegre, 2003.

BERMAN, J. Chemotherapy of Leishmaniasis: recent advances in the treatment of
visceral disease. Current Opinion in Infectious Diseases, v. 11, n. 6, p. 707-710,
1998.

BERTANI, S.; BOURDY, G.; LANDAU, |.; ROBINSON, J. C.; ESTERRE, Ph.;
DEHARO, E. Evaluation of French Guiana traditional antimalarial remedies. Journal
of Ethnopharmacology, v. 98, n. 1-2, p. 45-54, 2005.

BERTHO, A.; KOLL, M.; FEROSIE, M. I. Alkaloide der Pereiro-Rinde, IV. Uber
Geissospermin und Pereirin. Chemische Berichte, v. 91, n. 12, p. 2581-2600, 1958.

BERTHO, A.; KOLL, M. Alkaloide der Pereiro-Rinde, VI. Die Konstitution von
Pereirin. Chemische Berichte. v. 94, n. 10, p. 2737-2746, 1961.


https://www.karger.com/Journal/Home/224332
https://www.karger.com/Journal/Home/224332
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bemis%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17016636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Capodice%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17016636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gorroochurn%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17016636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katz%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17016636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buttyan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17016636

125

BEZERRA, J. L. Avaliacdo da atividade leishmanicida de espécies vegetais.
2006. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Saude e Ambiente) —Universidade Federal do
Maranhé&o, Centro de Ciéncias Biologicas da Saude, Séo Luis, 2006.

BEZERRA, J. L.; COSTA, G. C.; LOPES, T. C.; CARVALHO, I. C. D. S.; PATRICIO,
F. J.; SOUSA, S. M.; AMARAL, F. M. M.; REBELO, J. M. M.; GUERRA, R. N. M,;
RIBEIRO, M. N. S.; NASCIMENTO, F. R. F. Avaliagdo da atividade leishmanicida in
vitro de plantas medicinais. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 16, p. 631-
637, 2006.

BIRDI, T.; DASWANI, P.; BRIJESH, S.; TETALI, P.; NATU, A.; ANTIA, N. Newer
insights into the mechanism of action of Psidium guajava L. leaves in infectious
diarrhoea. BMC Complementary and Alternative Medicine, v. 10, n. 33, p. 1-11,
2010.

BOLZANI, V. S.; SERUR, L. M.; MATOS, F. J. A.; GOTTLIEB, O. R. Indole alkaloids
evolution in Aspidosperma. Biochemical Systematics and Ecology, v. 15, n. 2, p.
187-200, 1987.

BONOMINI, T. J. Padronizagdo de metodologia para extragcao do fitoconstituinte
majoritario das flrores de Allamanda catéartica L. (Apocynaceae). 2013. 34 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade do Vale do lItajali,
Programa de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas, Itajai, 2013.

BOTSARIS, A. S. Plants used traditionally to treat malaria in Brazil: the archives of
Flora Medicinal. Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine, v. 3, n.1, p. 1-8,
2007.

BRAGA, F. G.; BOUZADA, M. L.; FABRI, R. L.; MATOS, M. O.; MOREIRA, F. O
SCIO, E.; COIMBRA, E. S. Antileishmanial and antifungal activity of plants used in
tradicional medicine in Brazil. Journal of Ethnopharmacology, v. 111, n. 2, p. 396-
402, 2007.

BRANDAO, M.G. L.; GRANDI, T.S. M.; ROCHA, T. M. M.; SAWYER, D. R,
KRETTLI, A. U. Survey of medicinal plants used as antimalarials in the Amazon.
Journal of Ethnopharmacology, v. 36, n. 2, p. 175-182, 1992.

BRANDAO, H. N.; DAVID, J. P.; COUTO, R. D.; NASCIMENTO, J. A. P.; DAVID, J.
M. Quimica e farmacologia de quimioterapicos antineoplasicos derivados de plantas.
Quimica Nova, v. 33, n. 6, p.1359-1369, 2010.

BRANDAO, D. L. N. “Portulaca pilosa L. e Geissospermum vellosii. Estudos
Botanicos, Farmacognosticos, Fitoqguimicos e Atividades Bioldgicas. 2012. 176
f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal do
Para, Instituto de Ciéncias da Saude, Belém, 2012.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Farmacopeia Brasileira. 4. ed.
Sao Paulo: Atheneu, 1998.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Botsaris%20AS%5Bauth%5D
http://www.researchgate.net/journal/1746-4269_Journal_of_Ethnobiology_and_Ethnomedicine
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braga%20FG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17234373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bouzada%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17234373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fabri%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17234373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20O%20Matos%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17234373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreira%20FO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17234373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scio%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17234373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coimbra%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17234373

126

BRASIL. Ministério da Saude. Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
Americana. Série A. Normas e Manuais Técnicos. 2. ed., Brasilia—DF: Ministério da
Saude, 2007. 182 p.

BRASIL. Ministério da Saude. Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
Americana. 2. ed. atual. Brasilia: Ministério da Saude, 2010a. 180 p.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Farmacopeia Brasileira. v. 2.
Brasilia: Anvisa, 2010b. 546 p.

BRASIL. Ministério da Saude. Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana.
Brasil, grandes regifes e Unidades Federadas. 1990 a 2014. 2014. Disponivel
em: <http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2016/fevereiro/24/LTA-Casos-
14.pdf>. Acesso em: 21 ago. 2016.

BURTON, R., Viagem de Canoa de Sabara ao Oceano Atlantico. Belo Horizonte:
Itatiaia, 1977. 359 p.

CAMACHO, M. R.; PHILLIPSON, J. D.; CROFT, L. S.; KIRBY, G. C.; WARHURST,
D. C.; SOLIS, P. N. Terpenoids from Guarea rhophalocarpa. Phytochemistry, v. 56,
n. 2, p. 203-210, 2000.

CAMARGO, M. R. M. Avaliacdo da atividade antimalarica e antimicrobiana de
Geissosperum argenteum Woodson E Minquartia guianensis Aubl coletadas
em Roraima. 2012. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Recursos Naturais) -
Universidade Federal de Roraima, Programa de Pés-Graduacdo em Recursos
Naturais Boa Vista, 2012.

CAMARGO, M. R. M.; AMORIM, R. C. N.; SILVA, L. F. R.; CARNEIRO, A. L. B;
VITAL, M. J. S.; POHLIT, A. M. Chemical composition, ethnopharmacology and
biological activity of Geissospermum Allemé&o species (Apocynaceae Juss.). Revista
Fitos, v. 8, n. 2, p. 73-160, 2013.

CAMARGOS, J. A. A.; SOUZA, M. R.; CORADIN, V. T. R. Catalogo de arvores do
Brasil. Brasilia-DF: IBAMA, 2001. 896 p.

CAMPOS, R. M. Caracterizacdo molecular de antigenos de Leishmania
(Leishmania) chagasi potencialmente Uteis no controle da leishmaniose
visceral. 2007. 114 f. Dissertacdo (Mestrado em Saude Pdublica) - Fundacao
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Recife, 2007.

CAO, R.; PENG, W.; WANG, Z.; XU, A. B-Carboline Alkaloids: Biochemical and
Pharmacological Functions. Current Medicinal Chemistry, v. 14, n. 4, p. 479-500,
2007.

CARVALHO, L. H. Quimioterapia experimental com extratos brutos de plantas e
compostos quimicamente definidos. 1990. 146 f. Dissertacdo (Mestrado em
Parasitologia) — Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de
Parasitologia-ICB, Belo Horizonte, 1990.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cao%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17305548
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peng%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17305548
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17305548
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17305548

127

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Leishmaniasis.
Disponivel em: <http://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/>. Acesso em: 09 nov. 2015.

CHAN-BACAB, M. J.; PENA-RODRIGUES, L. M. Plant natural products with
leishmanicidal activity. Natural Products Reports, v. 18, n. 6, p. 674-688, 2001.

CHANG, C.; ZHAO, W.; XIE, B.; DENG, Y.; HAN, T.; CUI, Y.; DAI, Y.; ZHANG, Z,;
GAO, J.; GUO, H.; YANG, J. Pao Pereira Extract Suppresses Castration-Resistant
Prostate Cancer Cell Growth, Survival, and Invasion Through Inhibition of NF-kB
Signaling. Integrative Cancer Therapies, v. 13, n. 3, p. 249-258, 2014.

CHARMOQY, M.; AUDERSET, F.; ALLENBACH, C.; TACCHINI-COTTIER, F. The
prominent role of neutrophils during the initial phase of infection by Leishmania
parasites. Journal of Biomedicine and Biotechnology, v. 2010, p. 1-8, 2010.

CHATURVEDI, P. K.; BHUI, K.; SHUKLA, Y. Lupeol: connotations for
chemoprevention. Cancer Letters, v. 263, n. 1, p. 1-13, 2008.

CHIARONI, A.; RICHE, C. Structure and stereochemistry of indole alkaloids.
Structure of geissospermine. Acta Crystallographica Section B: Structural
Science, v. 35, p. 1820-182, 1979.

CHOI, J. M.; OH, S. J.; LEE, S. Y.; IM, J. H.; OH, J. M.; RYU, C. S.; KWAK, H. C,;
LEE, J. Y.; KANG, K. W.; KIM, S. K. HepG2 cells as an in vitro model for evaluation
of cytochrome P450 induction by xenobiotics. Archives of Pharmacal Research, v.
38, n. 5, p. 691-704, 2015.

CHUNG, B. H., LEE, J. J.; KIM, J. D.; JEOUNG, D.; LEE, H.; CHOE, J.; HA, K. S;
KWON, Y. G.; KIM, Y. M. Angiogenic activity of sesamin through the activation of
multiple  signal pathways. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 391, n. 1, p. 254-260, 2010.

CORDELL, G. A. Introduction to alkaloids: A biogenetic approach. New York: John
Wiley & Sons, 1981. 1055 p.

CORREA, M. P. Dicionario das plantas Uteis do Brasil e das exéticas
cultivadas. Rio de Janeiro: Ministério da Agricultura, 1974. 646 p.

CORREIA, A. F.; SEGOVIA, J. F. O.; GONCALVES, M. C. A.; DE OLIVEIRA, V. L
SILVEIRA, D.; CARVALHO, J. C. T.; KANZAKI, L. I. B. Amazonian plant crude
extracts screening for activity against multidrug-resistant bacteria. European Review
for Medical Pharmacological Sciences, v. 12, n. 6, p. 369-380, 2008.

COSTA, A. F. Farmacognosia. 5. ed. Lisboa: Fundacéo Calouste Gulbenkian, v. 2,
1994. 1118 p.

CROFT, S.; COOMBS, G. Leishmaniasis, current chemotherapy and recent
advances in the search for novel drugs. Trends in Parasitology, v. 19, n. 11, p. 502-
508, 2003.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xie%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cui%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Charmoy%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19884987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Auderset%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19884987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allenbach%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19884987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tacchini-Cottier%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19884987
http://link.springer.com/journal/12272

128

CRONQUIST, A. An integrated system of classification of flowering plants. Brittonia,
v. 34, n. 2, p. 268-270, 1981.

CUNNINGHAM, A. C. Parasitic Adaptive Mechanisms in Infection by Leishmania.
Experimental and Molecular Pathology, v. 72, n. 2, p. 132-141, 2002.

DAIGNEAULT, M.; PRESTON, J. A.; MARRIOTT, H. M.; WHYTE, M. K. B,
DOCKRELL, D. H. The identification of markers of macrophage differentiation in
PMA-stimulated THP-1 cells and Monocyte-Derived Macrophages. PLoS ONE, v. 5,
n. 1, p. 1-10, 2010.

DAVID, C. V.. CRAFT, N. Cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis.
Dermatologic therapy, v. 22, n. 6, p. 491-502, 2009.

DE PAULA, I. C.; PETROVICK, P. R. Desenvolvimento tecnologico de forma
farmacéutica plastica contendo extrato seco nebulizado de Achyrocline satureioides
(Lam.) DC. Compositae (Marcela). Caderno de Farmacia, v. 13, n. 2, p. 143-145,
1997.

DEFILIPPS, R. A.; MAINA, S. L.; CREPIN, J. Medicinal plants of the Guianas
(Guyana, Surinam, French Guiana). 2004. Disponivel em: <
http://botany.si.edu/bdg/medicinal/>. Acesso em: 12 nov. 2015.

DEMICHELI, C.; FREZARD, F. Pentavalent antimonials: from chemistry to the design
of new drugs. Drug Design Reviews, v. 2, n. 3, p. 243-249, 2005.

DESCOTEAUX, A.; TURCO, J. S. Glycoconjugates in Leishmania infectivity.
Biochimica et Biophysica Acta, v. 1455, n. 2-3, p. 341-352, 1999.

DI STASI, L. C.; HIRUMA-LIMA, C. A. Gentianales medicinais. In: DI STASI, L.C.,
HIRUMA-LIMA, C.A. (Orgs.). Plantas medicinais na Amazbnia e na Mata
Atlantica. Sado Paulo: UNESP, 2002. p. 375-385.

DIAS, J. F. G. Fitoquimica e ensaios biol6gicos do extrato bruto etandlico,
fracbes e substancias isoladas provenientes das cascas de Geissospermum
vellosii Allemédo (APOCYNACEAE). 2012. 135 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias da Saude,
Curitiba, 2012.

DOS SANTOS, N. P. Passando da doutrina a prética: Ezequiel Corréa dos Santos e
a farmacia nacional. Quimica Nova, v. 30, n. 4, p. 1038-1045, 2007.

DOS SANTOS, D. Y. A. C. Botéanica aplicada: metabdlitos secundarios na
interacdo planta-ambiente. 2015. 124 f. Tese (Livre-Docéncia) —Universidade de
Séao Paulo, Departamento de Botanica, S&o Paulo, 2015.

DYNAMED 2016. Portal Saude Baseada em Evidéncias. Vinblastine. Disponvel em:
<http://web.b.ebscohost.com/dynamed/search/basic?sid=fbca3ad5-a89c-4c33-ac7b-
af5777fcb4d0%40sessionmgrl103&vid=6&hid=125 > Acesso em: 10 jul. 2016.


http://botany.si.edu/bdg/medicinal/
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09254439

129

EFFERTH, T.; LI, P. C.; KONKIMALLA, V. S.; KAINA, B. From traditional Chinese
medicine to rational cancer therapy. Trends in Molecular Medicine, v. 13, n. 8, p.
353-361, 2007.

ENDRESS, M. E.; BRUYNS, P.V. A revised classification of the Apocynaceae. The
Botanical Review, v. 66, n. 1, p. 1-56, 2000.

ENDRESS, M. E. Apocynaceae: Brown and now. Telopea, v. 10, n. 2, p. 525-541,
2004.

ENDRESS, M. E.; LIEDE-SCHUMANN, S.; MEVE, U. Advances in Apocynaceae: the
enlightment, an introduction. Annals of the Missouri Botanical Garden, v. 94, n. 2,
p. 259-267, 2007.

FANSHAWE, D. B. Forest Products of British Guiana. Part I. Principal Timbers.
1. ed. Guiana: British Guiana Forestry Department, 1948. 101 p.

FERREIRINHA, J. Indicagcfes e contra-indicagcfes da pereirina e seus saes nas
manifestacdes agudas da maléaria. 1884. 96 f. Tese (Doutorado) - Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Faculdade de Medicina, Rio de Janeiro, 1884.

FORATTINI, O. P. Nota sobre o encontro de leishmanias em roedores silvestres de
zona endémica de leishmaniose no Estado de S&o Paulo, Brasil. Revista Paulista
de Medicina, v. 53, n. 2, p. 155, 1958.

FORZZA, R. C. (Org.). Catalogo de plantas e fungos do Brasil. Rio de Janeiro:
Andrea Jakobsson Estudio - Instituto de Pesquisa do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, v. 1. 2010. 871 p.

FOURNET, A. et al. In vitro efficacy of oral and intralesional administration of 2-
substituted quinolines in experimental treatment of new world cutaneous
leishmaniasis caused by Leishmania amazonensis. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 40, n. 11, p. 2447-2451, 1996.

FRANCO, B. D. M.; LANDGRAF, M. Microbiologia dos alimentos. Sado Paulo:
Atheneu, 1996. 182 p.

FREITAS, J. C.; FERNANDES, M. E. B. Uso de plantas medicinais pela comunidade
de Enfarrusca, Braganca, Para. Boletim do Museu Paraense Emilio Goeldi
Ciéncias Naturais, Belém, v. 1, n. 3, p. 11-26, 2006.

FUKASAWA, M. Liposomal amphotericin B. Nippon Ishinkin Gakkai Zasshi, v.46,
n.4, p.229-231, 2005.

GALUCIO, N. C. R. Estudos Fitoquimicos, Citotoxicidade e Genotoxicidade de
Eleutherine Plicata Herb. 2014. 90 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Universidade Federal do Para, Instituto de Ciéncias da Saude,
Belém, 2014.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Efferth%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17644431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17644431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Konkimalla%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17644431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaina%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17644431
http://www.cell.com/trends/molecular-medicine/issue?pii=S1471-4914(07)X0079-0

130

GEBRE-HIWOT, A.; TADESSE, G.; CROFT, S. L.; FROMMEL, D. An in vitro model
for screening antileishmanial drugs: the human leukaemia monocyte cell line, THP-1.
Acta Tropica, v. 51, n. 3-4, p. 237-245, 1992.

GENARO, O.; REIS, A. B. Leishmaniose tegumentar americana. In: NEVES, D. P.
Parasitologia Humana. 11. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2005. p. 47-64.

GONCALVES, D. C. M. Estrutura de ecossistemas florestais sucessionais e
ecossistemas remanescentes com predominio de Attalea maripa (Aubl.) Mart. e
Astrocaryum aculeatum G. Mey e a comercializagcdo de produtos nao-
madeireiros na regido do Baixo Rio Tapajos, Amazbnia Oriental. 2010. 80 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Florestais) - Universidade Federal Rural da
Amazobnia, Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias Florestais, Belém, 2010.

GOMES, J. P. M. Pesquisa de atividade antitumoral e mutagénica in vitro de
produtos naturais. 2008. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Instituto de Ciéncias da
Saude, Araraquara, 2008.

GRAEBNER, |. B. Estudo dos constituintes quimicos isolados de plantas
medicinais da regido do Vale do Purus no Acre (Amazdnia). 2003. 134 f. Tese
(Doutorado em Quimica) - Universidade Federal de Santa Maria, Programa de Pés-
Graduacao em Quimica, Santa Maria, 2003.

GRIMALDI JUNIOR, G.; TESH, R. B.; McMAHON-PRATT, D. A review of the
geographic distribution and epidemiology of leishmaniasis in the new world. The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 41, n. 6, p. 687-725,
1989.

HAIT, W. N.; RUBINA, E.; ALLI, E.; GOODINA, S. Tubullin targeting agents. Update
Cancer Therapeutics, v.2, p. 1-18, 2007.

HANDMAN, E.; BULLEN, D. V. R. Interaction of Leishmania with the host
macrophage. Trends in Parasitology, v. 18, n. 8, p. 332-334, 2002.

HEALY, S. J.; GORMAN, A. M.; MOUSAVI-SHAFAEI, P.; GUPTA, S.; SAMALI, A.
Targeting the endoplasmic reticulum-stress response as an anticancer strategy.
European Journal of Pharmacology, v. 625, n. 1-3, p. 234-46, 20009.

HENRIQUE, M. C.; NUNOMURA, S. M.; POHLIT, A. M. Alcaloides inddlicos de
cascas de Aspidosperma vargasii e A. desmanthum. Quimica Nova, v. 33, n. 2, p.
284-287, 2010.

HERWALDT, B. L. Leishmaniasis. The Lancet, v. 354, n. 9185, p. 1191-1199, 1999.
HUBINGER, S. Z.; SALGADO, H. R. N.; MOREIRA, R. R. D. Controles fisico, fisico-

quimico, quimico e microbiolégico dos frutos de Dimorphandra mollis Benth.,
Fabaceae. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.19, n. 3, p. 690-696, 2009.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gebre-Hiwot%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1359751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tadesse%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1359751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Croft%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1359751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frommel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1359751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Healy%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19835867
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gorman%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19835867
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mousavi-Shafaei%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19835867
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19835867
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samali%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19835867

131

HUGHES, N. A.; RAPOPORT, H. Flavopereirine, an alkaloid from Geissospermum
vellosii. Journal of the American Chemical Society, v. 80, n. 7, p. 1604-1609,
1958.

HWANG, Y. P.; YUN, H. J.; KIM, H. G.; HAN, E. H.; CHOI, J. H.; CHUNG, Y. C,;
JEONG, H. G. Supression of phorbol-12-myristate-13-acetate-induced tumor cell
invasion by piperine via the inhibition of PKCa/ERK1/2-dependent matrix
metalloproteinase-9 expression. Toxicology Letters, v. 203, n. 1, p.9-19, 2011.

ISHIYAMA, H.; MATSUMOTO, M.; SEKIGUCHI, M.; SHIGEMORI, H.; OHSAKI, A.;
KOBAYASHI, J. Two new indole alkaloids from Aspidosperma subincanum and
Geissospermum vellosii. Heterocycles, v. 66, n. 1, p. 651-658, 2005.

JACOME, R. L. R. P.; SOUZA, R. A.; OLIVEIRA, A. B. Comparacdo cromatografica
entre o extrato de Aspidosperma parvifolium e o fitoterapico "Pau-Pereira". Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 13, supl. 1, p. 39-41, 2003.

JACOME, R. L. R. P.; DE OLIVEIRA, A. B.; RASLAN, D. S.;: WAGNER, H. Estudo
quimico e perfil cromatogréfico das cascas de Aspidosperma parvifolium A. DC.
(“PAU-PEREIRA”). Quimica Nova, v. 27, n. 6, p. 897-900, 2004.

JOLY, A. B. Introducdo a taxonomia vegetal. 12. ed. Sdo Paulo: Companhia
Editora Nacional, 1998. p. 560-566.

JUDD, W. S.; CAMPBELL, C. S.; KELLOGG, E. A.; STEVENS, P. F.; DONOGHUE,
M. J. Sistematica Vegetal: Um Enfoque Filo genético. Traducdo André OIlmos
Simoes et al. 3 ed. Porto Alegre: Artmed, 2009. 632 p.

JURAYI, J.; HAUGWITZ, R. D.; VARMA, R. K.; PAULL, K. D.; BARRETT, J. F,;
CUSHMAN, M. Design and synthesis ellipticinium salts and 1,2-dihydroellipticines
with high selectivities against human CNS cancers in vitro. Journal of Medicinal
Chemistry, v. 37, n. 14, p. 2190-2197, 1994.

KILLICK-KENDRICK, R.; MOLYNEUX, D. H.; ASHFORD, R. W. Ultrastructural
observations on the attachment of Leishmania in the sandflay. Transactions of the
Royal Society of Tropical Medicine & Hygiene, v.68, n.4, p.269-276, 1974.

KOCH, I.; RAPINI, A.; KINOSHITA, L. S.; SIMOES, A. O.; SPINA, A. P.
Apocynaceae in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botéanico do Rio de
Janeiro. Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB48>.
Acesso em: 31 Jan. 2016.

KUO, Y. C.; KUO, P. L.; HSU, Y. L.; CHO, C. Y.; LIN, C. C. Ellipticine induces
apoptosis through p53-dependent pathway in human hepatocellular carcinoma
HepG2 cells. Life Sciences, v. 78, n. 22, p. 2550-2557, 2006.

LACHMAN, L.; LIEBERMAN, H. A.; KANIG, J. L. Teoria e Pratica na Industria
Farmacéutica. Lisboa: Fundacéo Calouste Gulbenkian; 2001. 500 p.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hwang%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yun%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20HG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chung%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354279
http://pubs.acs.org/author/Haugwitz%2C+Rudiger+D.
http://pubs.acs.org/author/Varma%2C+Ravi+K.
http://pubs.acs.org/author/Paull%2C+Kenneth+D.
http://pubs.acs.org/author/Barrett%2C+John+F.
http://pubs.acs.org/author/Cushman%2C+Mark
http://pubs.acs.org/journal/jmcmar
http://pubs.acs.org/journal/jmcmar
http://trstmh.oxfordjournals.org/
http://trstmh.oxfordjournals.org/
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16337242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16337242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16337242

132

LAINSON, R.; SHAW, J. J. Evolution, classification and geographical distribution. In:
PETERS, W.; KILLICK-KENDRICK, R. (Eds.). The leishmaniasis in biology and
medicine, v.1. London: Academic Press, 1987. p. 1-120.

LAINSON, R.; SHAW, J. J. A brief history of genus Leishmania (Protozoa:
Kinetoplastida) in the Americas with particular reference to Amazonian. Journal of
the Brazilian Association for the Advancement of Science, v. 44, n. 2-3, p. 94-
106, 1992.

LEE, K. H. Anticancer drug design based on plant-derived natural products. Journal
of Biomedical Science, v. 6, n. 4, p. 236-250, 1999.

LESCA, P.; RAFIDINARIVO, E.; LECOINTE, P.; MANSUY, D. A class of strong
inhibitors of microsomal monooxygenases: the ellipticines. Chemico-Biological
interactions, v. 24, n. 2, p. 189-197, 1979.

LEVINE, N. D.; CORLISS, J. O.; COX, F. E.; DEROUX, G.; GRAIN, J;
HONIGBERG, B. M. A newly revised classification of the Protozoa. Journal of
Protozoology, v. 27, n. 1, p. 37-58, 1980.

LIMA, J. A.; COSTA, R. S.; EPIFANIO, R. A.; CASTRO, N. G.; ROCHA, M. S.;
PINTO, A. C. Geissospermum vellosii stembark: anticholinesterase activity and
improvement  of scopolamine-induced memory deficits. Pharmacology,
Biochemistry and Behavior, v. 92, n. 3, p. 508-513, 2009.

LINDOSO, J. A. L.; COSTA, J. M. L.; QUEIROZ, I. T.; GOTO, H. Review of the
current treatments for leishmaniases. Research and Reports in Tropical Medicine,
v. 3, p. 69-77, 2012.

LIST, P. H.; SCHMIDT, P. C. Phytopharmaceutical technology. Florida: CRC
Press, 2000. 374 p.

LONGHINI, R.; RAKSA, S. M.; OLIVEIRA, A. C. P.; SVIDZINSKI, T. I. E.; FRANCO,
S. L. Obtencao de extratos de prépolis sob diferentes condi¢cdes e avaliacdo de sua
atividade antifungica. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 17, n. 3, p. 388-395,
2007.

LORENZI, H. Arvores Brasileiras: Manual de Identificacdo e Cultivo de Plantas
Arboreas Nativas do Brasil. Sdo Paulo: Plantarum, 1992. 24 p.

LORENZI, H. Arvores Brasileiras: Manual de Identificacdo e Cultivo de Plantas
Arboreas Nativas do Brasil. 2. ed. Novas Odessa: Editora Plantarum, 1998. 384 p.

MAHIDOL, C.; RUCHIRAWAT, S.; PRAWAT, H.; PISUTJAROENPONG, S.;
ENGPRASERT, S.; CHUMSRI, P.; ENGPRASERT, S.; CHUMSRI, P
TENGCHAISRI, T.; SIRISINHA, S.; PICHA, P. Biodiversity and natural product drug
discovery. Pure and Applied Chemistry, v. 70, n. 11, p. 2065-2072, 1998.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levine%20ND%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6989987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corliss%20JO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6989987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cox%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6989987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deroux%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6989987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grain%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6989987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Honigberg%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6989987
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lima%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19463267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19463267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Epif%C3%A2nio%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19463267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castro%20NG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19463267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19463267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pinto%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19463267

133

MAHIOU, V.; ROBLOT, F.; HOCQUEMILLER, R.; CAVE, A.; DE ARIAS, A. R;;
INCHAUSTI, A.; YALUFF, G.; FOURNET, A.; ANGELO, A. New aporphine alkaloids
from Guatteria foliosa. Journal of Natural Products, 57, n. 7, p. 890-895, 1994.

MANSKE, R. H. F.; HARRISSON, W. A. The alkaloids of Geissospermum species.
The Alkaloids: Chemistry and Physiology, v.8, p.679-691, 1965.

MARCUCCI, M. C. Propriedades biologicas e terapéuticas dos constituintes
quimicos da prépolis. Quimica Nova, v. 19, n. 5, p. 530-536, 1996.

MARION, L. The Indole Alkaloids. The alkaloids: chemistry and physiology, v. 2,
p. 369-498. 1952.

MARSDEN, P. D. Pentavalent antimonials: old drugs for new diseases. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 18, n. 3, p. 187-198, 1985.

MARTINS, S. S. O. Efeito dos alcaloides de Geissospermum urceolatum A. H.
Gentry (Acariquara-Branca) na pressao arterial e a contracdo do musculo liso
de ratos. 2010. 94 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Federal do Amazonas, Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia, Manaus,
2010.

MAWE, J. Viagens no interior do Brasil. [1. ed. 1812]. Belo Horizonte: Itatiaia. Sdo
Paulo: EDUSP, 1978.

MBEUNKUI, F.; GRACE, M. H.; LATEGAN, C.; SMITH, P. J.; RASKIN, I.; LILA, M. A.
In vitro antiplasmodial activity of indole alkaloids from the stem bark of
Geissospermum vellosii. Journal of Etnhopharmacology, v. 139, n. 2, p. 471-477,
2012.

MBEUNKUI, F.; GRACE, M. H.; LILA, M. A. Isolation and structural elucidation of
indole alkaloids from Geissospermum vellosii by mass spectrometry. Journal of
Chromatography B, v. 885-886, p. 83-89, 2012.

MELLO, J. C. P.; PETROVICK, P. R. Quality control of Baccharis trimera (Less.)
DC. (Asteraceae) Hydroalcoholic extracts. Acta farmacéutica bonaerense, v. 19,
n. 3, p. 211-215, 2000.

MILLIKEN, W. Traditional antimalarial medicine in Roaramia, Brazil. Economic
Botany, v. 51, n. 3, p. 212-237, 1997.

MISSOURI BOTANICAL GARDEN. Apocynaceae. Disponivel em:
<http://www.tropicos.org/Name/42000278>. Acesso em: 30 set. 2015.

MISRA, P.; KUMAR, A.; KHARE, P.; GUPTA, S.; KUMAR, N.; DUBE, A. Pro-
apoptotic effect of the landrace Bangla Mahoba of Piper betle on Leishmania
donovani may be due to the high content of eugenol. Journal of Medical
Microbiology, v. 58, p. 1058-1066, 2009.


http://pubs.acs.org/author/Mahiou%2C+V.
http://pubs.acs.org/author/Roblot%2C+F.
http://pubs.acs.org/author/Hocquemiller%2C+R.
http://pubs.acs.org/author/Cav%C3%A9%2C+A.
http://pubs.acs.org/author/De+Arias%2C+A.+Rojas
http://pubs.acs.org/author/Inchausti%2C+A.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mbeunkui%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grace%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lategan%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raskin%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lila%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143154
http://biblat.unam.mx/pt/revista/acta-farmaceutica-bonaerense

134

MITAINE-OFFER, A. C.; SAUVAIN, M.; VALENTIN, A.; CALLAPA, J.; MALLIE, M.;
ZECHES-HANROT, M. Antiplasmodial activity of Aspidosperma indole alkaloids.
Phytomedicine, v. 9, n. 2, p. 142-145, 2002.

MOORE, R. E.; RAPOPORT, H. Geissovelline, a new alkaloid from Geissospermum
vellosii. The Journal of Organic Chemistry, v. 38, n. 2, p. 215-230, 1973.

MORAIS, S. L.; BRAZ-FILHO, R. (Orgs.). Produtos Naturais: estudos quimicos e
bioldgicos. Fortaleza: EQUECE, 2007. 240 p.

MORAIS, J. A. Estudo das acdes cardiovasculares da fracao alcaloidica obtida
da espécie nativa amaz6nica Geissospermum argenteum Woodson. 2012. 95 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal do Amazonas,
Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia, Manaus, 2012.

MORAIS, R. C. S. Aplicabilidade da técnica de PCR em tempo real para
caracterizacdo de espécies de Leishmania. 2015. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias e Biotecnologia) - Fundacdao Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhées, Recife, 2015.

MOREIRA, J. Existe na Bahia o botdo de Biskra?: estudo clinico. In: Gazeta Medica
da Bahia, v.26, p. 254-258, 1895.

MORTON, J. F. Atlas of medicinal plants of Middle America: Bahamas to
Yucatan. Springfield (lllinois): Charles C. Thomas, 1981. 1420 p.

MOSMANN, T. Rapid colorimetry assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological methods, v. 65,
n. 1-2, p. 55-63, 1983.

MOTA, E. F.; ROSARIO, D. M.; VEIGA, A. S. S.; BRASIL, D. S. B.; SILVEIRA, F. T;
DOLABELA, M. F. Biological activities of Croton palanostigma Klotzsch.
Pharmacognosy, v. 11, n. 43, p. 601-606, 2015.

MUNOZ, V.; SAUVAIN, M.; BOURDY, G.; CALLAPA, J.; BERGERON, S.; ROJAS, |.;
BRAVO, J. A.; BALDERRAMA, L.; ORTIZ, B.; GIMENEZ, A.; DEHARO, E. A search
for natural bioactive compounds in Bolivia through a multidisciplinary approach. Part
I. Evaluation of the antimalarial activity of plants used by the Chacobo Indians.
Journal of Ethnopharmacology, v. 69, n. 2, p.127-137, 2000.

NAVARRO, F. F. Cissus gongylodes: caracterizacdo farmacognostica e
investigacdo de aspectos preliminares da seguridade da utilizacdo de extratos
aqguosos das folhas e caules. 2009. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Araraquara, 2009.

NEUSS, N. Indole Alkaloids. In: PELLETIER, S. W. Chemistry of the alkaloids.
New York: Van Nostrand Reinhold, 1970. 213 p.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mitaine-Offer%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11995947
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sauvain%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11995947
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valentin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11995947
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Callapa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11995947
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malli%C3%A9%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11995947
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Z%C3%A8ches-Hanrot%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11995947
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mu%C3%B1oz%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10687869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sauvain%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10687869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bourdy%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10687869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Callapa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10687869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bergeron%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10687869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rojas%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10687869

135

NGURE, P. K.; TONUI, W. K.; INGONGA, J.; MUTAI, C.; KIGONDU, E.; NG'ANG’A,
Z.; RUKUNGA, G.; KIMUTAI, A. In vitro antileishmanial activity of extracts of
Warburgia ugandensis (Canellaceae), a Kenyan medicinal plant. Journal of
Medicinal Plants Research, v. 3, n. 2, p. 61-66, 2009.

NONAKA, M.; YAMASHITA, K.; IZUKA, Y.; NAMIKI, M.; SUGANO, M. Effects of
dietary sesaminol and sesamin on eicosanoid production and immunoglobulin level in
rats given ethanol. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry, v. 61, n. 5, p.
836-839, 1997.

NOVA, N. S. V. Alternativas fitoterapicas para o tratamento da leishamaniose.
2012. 147 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinaria) — Universidade Estadual do
Ceara, Faculdade de Veterinaria, Fortaleza, 2012.

OLIVEIRA, F. M. M. Vegetaes tonicos. Rio de Janeiro: Typographia da Revista do
Exército Brasileiro, 1883. 142 p.

OLIVEIRA, F. Q.: JUNQUEIRA, R. G.: STEHMANN, J.; BRANDAO, M. G. L.
Potencial das plantas medicinais como fonte de novos antimalaricos: espécies
indicadas na bibliografia etnomédica brasileira. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 5, n. 2, p. 23-31, 2003.

OLIVEIRA, V. B.; FREITAS, M. S. M.; MATHIAS, L.; BRAZ-FILHO, R.; VIEIRA, I. J.
C. Atividade biologica e alcaloides inddlicos do género Aspidosperma
(Apocynaceae): uma revisdo. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 11, n. 1,
p. 92-99, 2009.

OLLIARO, P. L.; BRYCESON, A. D. M. Pratical progress and new drugs for changing
patterns of leishmaniasis. Parasitology Today, v. 9, n. 9, p. 323-328, 1993.

OSORIO, D. E. J.; MONTOYA, P. G. L.; ARANGO, A. G. J. Productos naturales
alcaloidales con actividad antiprotozoaria. Vitae, v. 13, n.1, p. 61-84, 2006.

OSTROSKY-ZEICHMER, L.; MARR, K. A.; REX, J. H.; COHEN, S. H. Amphotericin
B: time for a new “gold standard”. Clinical Infectious Diseases, v. 37, n. 3, p. 415-
425, 2003.

PACCIONI, J-P.; HUSSON, H-P. Alcaloides de Geissospermum argenteum
(Apocynaceae). Phytochemistry, v. 17, n. 12, p. 2146-2147, 1978.

PARAGUASSU-CHAVES, C. A. Geografia Médica ou da Saude: espaco e doenca
na Amazoénia Ocidental. Rondénia: EDUFRO: 2001. 280 p.

PECKOLT, G. As dez arvores genuinamente brasileiras mais uteis na medicina.
Revista da Flora Medicinal, v. 9, n. 9, p. 453-470, 1942.

PELISSARI, D. M.; CECHINEL, M. P.; SOUSA-GOMES, M. L.; LIMA Jr, F. E. F.
Tratamento da Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Tegumentar Americana no
Brasil. Epidemiologia e Servigos de Saude, v. 20, n. 1, p. 107-110, 2011.


http://www.tandfonline.com/author/Nonaka%2C+Michiko
http://www.tandfonline.com/author/Yamashita%2C+Kanae
http://www.tandfonline.com/author/Iizuka%2C+Yoshie
http://www.tandfonline.com/author/Namiki%2C+Mitsuo
http://www.tandfonline.com/author/Sugano%2C+Michihiro

136

PEREIRA, M. M.; JACOME, R. L. R. P.; ALCANTARA, A. F. C.; ALVES, R. B;;
RASLAN, D. S. Alcaloides inddlicos isolados de espécies do género Aspidosperma
(Apocynaceae). Quimica Nova, v. 30, n. 4, p. 970-983, 2007.

PIMENTA, P. F. P.; MODI, G. B.; PEREIRA, S. T.; SHAHABUDDIN, M.; SACKS, D.
L. A novel role for the peritrophic matrix in protecting Leishmania from the hydrolitic
activities of the sandfly midgut. Parasitology, v. 115, n. 4, p. 359-369, 1997.

PIO CORREA, M. Dicionario das plantas uteis do Brasil e das exoticas
cultivadas. Brasilia: Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal. 1984. 687 p.

POLJAKOVA, J.: FREI, E.; GOMEZ, J. E.; AIMOVA, D.; ECKSCHLAGER, T
HRABETA, J.; STIBOROVA, M. DNA adduct formation by the anticancer drug
ellipticine in human leukemia HL-60 and CCRF-CEM cells. Cancer Letters, v. 252,
n. 2, p. 270-279, 2007.

POMMIER, Y. Topoisomerase | inhibitors: camptothecins and beyond. Nature
Reviews Cancer, v. 6, n. 10, p. 789-802, 2006.

QUEIROZ, E. F.; ROBLOT, F.; CAVE, A. Pessoine and spinosine, two catecholic
berberines from Annona spinescens. Journal of Natural Products, v. 59, n. 4, p.
438-440, 1996.

RAMAMOORTHY, R.; DONELSON, J. E.; PAETZ, K. E.; MAYBODI, M.; ROBERTS,
S. C.; WILSON, M. E. Three distinct RNAs for the surface protease gp63 are
differentially expressed during development of Leishmania donovani chagasi
promastigotes to an infectious form. Journal of Biological Chemistry, v. 267, n. 3,
p. 1888-1895, 1992.

RAPINI, A. Apocynaceae dogbane or milkweed Family. In: SMTH, N. et al. (Eds).
Flowerings plants of the neotropics. Oxford: Princeton University Press, 2004. p.
23-26.

RAPOPORT, H.; ONAK, T. P.; HUGHES, N. A.; REINECKE, M. G. Alkaloids of
Geissospermum vellosii. Journal of the American Society, v. 80, n. 7, p. 1601-
1604, 1958.

RAPOPORT, H.; MOORE, R. E. Alkaloids of Geissospermum vellosii. Isolation and
structures determinations of vellosimine, vellosiminol and geissolosimine. The
Journal of Organic Chemistry, v.27, n. 9, p. 2981-2985, 1962.

RASO, P.; GENARO, O. Leishmaniose Tegumentar Americana. In: Brasileiro Filho,
G et al. Bogliolo Patologia. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1994.

RATH, S.; TRIVELIN, L. A.; IMBRUNITO, T. R.; TOMAZELA, D. M.; DE JESUS, M.
N.; MARZAL, P. C.; ANDRADE Jr.; H. F.; TEMPONE, A. G. Antimoniais empregados
no tratamento da leishmaniose: Estado de arte. Quimica Nova, v. 26, n. 4, p. 550-
555, 2003.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poljakov%C3%A1%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17306925
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17306925
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pommier%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990856
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16990856
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16990856
http://www.jbc.org/search?author1=R+Ramamoorthy&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=J+E+Donelson&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=K+E+Paetz&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/

137

REIMAO, J. Q. Estudo da atividade anti-leishmania de compostos de
invertebrados marinhos brasileiros. 2009. 132 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Secretaria do Estado de S&o Paulo, Programa de Ciéncias da
Coordenadoria de Controle de Doencgas, S&do Paulo, 2009.

REINA, M; RUIZ-MESIA, W.; LQPEZ-RODRiGUEZ, M.; RUIZ-MESIA, L.
GONZALEZ-COLOMA, A.; MARTINEZ-DIAZ, R. Indole alkaloids from
Geissospermum reticulatum. Journal of Natural Products, v. 75, n. 5, p. 928-934,
2012.

RIBEIRO, V. M. L.; COSTA, E. L.; BARROSO, M. A. L. Catalogo de Nomes
Cientificos e Vulgares de Plantas de Porte Arbéreo Ocorrentes no Brasil. In:
Rodriguésia: Revista do Jardim Botanico, Rio de Janeiro, 1979. p. 155-233.

RIBEIRO, R. B. S.; GAMA, J. R. V.; MARTINS, S. V.; MORAES, A.; DOS SANTOS,
C. A. A; DE CARVALHO, A. N. Estrutura florestal em projeto de assentamento,
comunidade Sao Mateus, municipio de Placas, Para, Brasil. Revista Ceres, v. 60, n.
5, p. 610-620, 2013.

RIGO, R. S.; RIGO, L.; HONER, M. R. Alteracdo na funcdo renal e pancreatite:
efeitos adversos do tratamento da leishmaniose visceral. Revista Arquivo de
Ciéncias da Saude, v. 5, n. 3, p. 139-41, 2008.

RIOS, J. L.; RECIO, M.C.; VILLAR, A. Antimicrobial activity of selected plants
employed in the Spanish Mediterranean area. Journal of Ethnopharmacology, v.
21,n. 2, p. 139-152, 1987.

ROCHA, I. C. M. Avaliacéo da atividade anti-leishmania in vitro de complexos
Sbv-ribonucleosideos em Leishmania (Leishmania) chagasi. 2009. 120 f.
Dissertacao (Mestrado em Parasitologia) - Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, 2009.

RODRIGUES, G. A.; SOUZA, W. C.; GODINHO, M. G. C.; FERREIRA, H. D.; VILA
VERDE, G. M. Determinacdo de parametros farmacogndésticos para as folhas de
Erythroxylum suberosum A. St.-Hilaire (Erythroxylaceae) coletadas no municipio de
Goiania, GO. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.17, n.4, supl. I, p.1169-
1176, 2015.

ROSS, R. Further Notes on Leishmania’s bodies. British Medical Journal, v. 2, n.
2239, p. 1401, 1903.

ROSS, W. E.; GLAUBIGER, D. L.; KOHN, K. W. Protein-associated DNA breaks in
cells treated with adriamycin or ellipticine. Biochim Biophys Acta, v. 519, n. 1, p.
23-30, 1978.

SACKS, D. L.; PERKINS, P. V. Identification of an infective stage of Leishmania
promastigotes. Science, v. 223, n. 4643, p. 1417-1419, 1984.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ross%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=566561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glaubiger%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=566561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kohn%20KW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=566561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/566561

138

SACKS, D. L. The structure and function of the surface lipophosphoglycan on
different developmental stages of Leishmania promastigotes. Infectious Agents and
Disease, v. 1, n. 4, p. 200 -206, 1992.

SAHA, A. K.; MUKHERJEE, T.; BHADURI, A. Mechanism of action of amphotericin B
on Leishmania donovani promastigotes. Molecular and Biochemical Parasitology,
v. 19, n. 3, p. 195-200, 1986.

SAITO, M. L.; FAZOLIN, M.; MAIA, A. H. N.; HORIUCHI, E. Y. O. Avaliagcao de
atividades biolégicas em plantas de regido amazbnica para controle de
insetos. Jaguaritna: Embrapa Meio Ambiente. Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento, 2006. 18 p.

SANTOS, A. C. B.; SILVA, M. A. P.; SANTOS, M. A. F.; LEITE, T. R. Levantamento
etnobotanico, quimico e farmacolégico de espécies de Apocynaceae Juss.
ocorrentes no Brasil. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.15, n. 3, p. 442-
458, 2013.

SANTOS, C. C.; VOLPATO, R. S. Toxicidade aguda oral e atividade antimaléarica
in vivo do extrato etandlico das cascas de Geissospermum vellosii Alleméao
(Apocynaceae). 2015. 54 f. Monografia (Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas) —
Universidade Federal do Pard, Instituto Ciéncias da Saude, Belém, 2015.

SARAIVA, R. M. C. Atividade antibacteriana de plantas medicinais frente a
bactérias multirresistentes e a sua interacdo com drogas antimicrobianas.
2012. 94 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade
Federal do Para, Instituto Ciéncias da Saude, Belém, 2012.

SAUVAIN, M.; KUNESCH, N.; POISSON, J.; GANTIER, J-C.; GAYRAL, P.; DEDET,
J-P. lIsolation of leishmanicidal triterpenes and lignans from Amazoniam liana
Doliocarpus dentatus (Dellineaceae). Phytotherapy Research, v. 10, p.1-4, 1996.

SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; ATHAYDE, M. L. Saponinas. In: SIMOES, C.M.
et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 3 ed. Porto Alegre:
UFGRS/UFSC, 2001. p. 597-619.

SECUNDINO, N. F. C.; EGER-MANGRICH, |.; BRAGA, E. M.; SANTORO, M. M,;
PIMENTA, P. F. P. Lutzomyia longipalpis peritrophic matrix: formation, structure, and
chemical composition. Journal of Medical Entomology, v. 42, n. 6, p. 928-938,
2005.

SHI, L. M.; FAN, Y.; MYERS, T. G.; O CONNOR, P. M.; PAULL, K. D.; FRIEND, S.
H.; WEINSTEIN, J. N. Mining the NCI anticancer drug discovery databases: genetic
function approximation for the QSAR study of anticancer ellipticine analogues.
Journal of Chemical Information and Computer Sciences, v. 38, n. 2, p. 189-199,
1998.

SHIMADA, Y.; GOTO, H.; ITOH, T.; SAKAKIBARA, |.; KUBO, M.; SASAKI, H.;
TERASAWA, K. Evaluation of the protective effects of alkaloids isolated from the
hooks and stems of Uncaria sinesis on glutamate-induced neuronal death in cultured


http://pubs.acs.org/author/Shi%2C+Leming+M

139

cerebellar granule cells from rats. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 51,
n. 6, p. 715-722, 1999.

SILVA, W. A. S.;: CARIM, M. J. V.; GUIMARAES, J. R. S.; TOSTES, L. C. L.
Composicédo e diversidade floristica em um trecho de floresta de terra firma no
sudoeste do Estado do Amapa, Amazonia Oriental, Brasil. Biota Amazoénia (Biote
Amazonie, Biota Amazonia, Amazonian Biota), v. 4, n. 3, p. 31-36, 2014.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELO, J. C. P.; MENTZ, L.
A.; PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 2. ed., Porto
Alegre/Florianépolis: Universidade/UFRGS/UFSC, 2000. 821p.

SINGH, S.; SIVAKUMAR, R. Challenges and new discoveries in the treatment of
leishmaniasis. Journal Infection and Chemotherapy, v. 10, n. 6, p. 307-315, 2004.

SKRABA, C. M.; PEDROSO, R. B.; FIORINI, A.; ROSADO, F. R.; ARISTIDES, S. M.
A.; LONARDONI, M. V. C.; TEIXEIRA, J. J. V.; SILVEIRA, T. G. V. Diagnosis of
American cutaneous leishmaniasis by enzyme immunoassay using membrane
antigens of Leishmania (Viannia) braziliensis. Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease, v. 78, n. 4, p. 411-417, 2014.

SOARES, L. A. L.; ORTEGA, G. G.; BASSANI, V. L.; PETROVICK, P. R.
Desenvolvimento tecnoldgico de solugdes extrativas aquosas de Phyllanthus niruri L.
(quebra-pedra) empregando planejamento fatorial. Caderno de Farmécia, v. 14, n.
1/2, p. 21-26, 1998.

SOARES BEZERRA, R. J.; LEON, L.; GENESTRA, M. Recentes avancos da
guimioterapia das leishmanioses: moléculas intracelulares como alvo de farmacos.
Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 40, n. 2, p. 139-149, 2004.

SOUZA, O. V. S.; OLIVEIRA, M. S.; RABELLO, S. V.; CUNHA, R. O.; COSTA, B. L.
S.; LEITE, M. N. Estudo farmacognéstico de galhos de Vanillosmopsis erythropappa
Schult. Bip. — Asteraceae. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 13, supl. 1, p.
50-53, 2003.

SOUZA, V. C.; LORENZI, H. Botanica Sistematica: guia de ilustrado para
identificacdo das familias de Fanerégamas nativas e exoticas no Brasil,
baseado em APG Il. 2. ed. Sao Paulo: Instituto Plantarum, 2008. 704 p.

STALCUP, M. M. Plantas de uso medicinal ou ritual numa feira livre no Rio de
Janeiro, Brasil. 2000. 202 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biol6gicas —
Botanica) — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Museu Nacional, Férum de
Ciéncia e Cultura, Rio de Janeiro, 2000.

STEELE, J. C. P.; VEITCH, N. C.; KITE, G. C.; SIMMONDS, M. S. J.; WARHURST,
D. C. Indole and B-carboline alkaloids from Geissospermum sericeum. Journal of
Natural Products, v. 65, n. 1, p. 85-88, 2002.

STRAYER, L. Bioquimica. 4. ed., Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1996. 1000
p.


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
http://pubs.acs.org/author/Steele%2C+Jonathan+C+P
http://pubs.acs.org/author/Veitch%2C+Nigel+C
http://pubs.acs.org/author/Kite%2C+Geoffrey+C
http://pubs.acs.org/author/Simmonds%2C+Monique+S+J
http://pubs.acs.org/author/Warhurst%2C+David+C

140

SUN, H. X.; XIE, Y.; YE, Y. P. Advances in saponin-based adjuvants. Vaccine, v. 27,
n. 12, p.1787-1796, 20009.

TANAE, M. M., SOUCCAR, C., LAPA, A. J., LIMA-LANDMAN, M. T. R. Molecular
interaction of Geissospermum’s alkaloids with a7 or muscle - type nicotinic receptors
(nAChR) subtypes and with acetylcholinesterase (AChE). Acta Pharmacologica
Sinica, v. 27, p.347-347, 2006.

TEMPONE, A. G.; PEREZ, D.; RATH, S.; VILARINHO, A. L.; MORTARA, R. A,; DE
ANDRADE Jr, H. F. Targeting Leishmania (L.) chagasi amastigotes through
macrophage scavenger receptors: the use of drugs entrapped in liposomes
containing phosphatidylserine. Journal Antimicrobial Chemotherapy, v. 54, n. 1, p.
60-68, 2004.

THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP. An update of the Angiosperm
Phylogeny Group classification for the orders and families of flowering plants: APG II.
Botanical Journal of the Linnean Society, v. 141, n. 4, p. 399-436, 2003.

TPL — The Plant List. Version 1.1. Geissospermum vellosii Allem&o. Disponivel
em: <http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-88961>. Acessado em: 02 ago.
2016.

TRACY, J. B.; WEBSTER JUNIOR, L. T. Drugs used in the chemotherapy of
protozoal infections: Trypasonomiasis, Leishmaniasis, Amebiasis, Giardiasis,
Trichomoniasis and other protozoal infection. In: HARDMAN, J. G.; GILMAN, A. G;
LIMBIRD, L. E. (Eds). Goodman & Gilman’s: The Pharmacological Basis of
Therapeutics. 9. ed. McGrawHill Companies, 1996. p. 987-1008.

TROPILAB®INC. Geissospermum vellosii / sericeum - Pao pereira. 2007.
Disponivel em: <http://www.tropilab.com/bergibita.html>. Acesso em: 30 set. 2015.

URBINA, J. A. Lipid biosynthesis pathways as chemotherapeutic targets in
kinetoplastid parasites. Parasitology, v. 114, p. 91-99, 1997.

URDAPILLETA, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre
formas promastigotas de Leishmania (L). amazosensis e Leishmania (V.)
braziliensis. 2006. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) -
Universidade de Brasilia, Programa de PoéOs-Graduacdo Multiinstitucional em
Ciéncias da Saude, Brasilia-DF, 2006.

VALE, V. V.; VILHENA, T. C.; TRINDADE, R. C. S.; FERREIRA, M. R. C;
PERCARIO, S.; SOARES, L. F.; PEREIRA, W. L. A.; BRANDAO, G. C.; OLIVEIRA,
A. B.; DOLABELA, M. F.; VASCONCELOS, F. Anti-malarial activity and toxicity
assessment of Himatanthus articulatus, a plant used to treat malaria in the Brazilian
Amazon. Malaria Journal, v. 14, n. 132, p. 1-10, 2015.

VALENTE, F. D. W. Simulagéo de Exploragcdo Madeireira na Reserva Extrativista
Aquariquara, Machadinho D’Oeste — RO. 2006. 27 f. Monografia (Graduagdo em
Engenharia Florestal) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de
Florestas, Seropédica, 2006.


http://jac.oxfordjournals.org/search?author1=Andr%C3%A9+Gustavo+Tempone&sortspec=date&submit=Submit
http://jac.oxfordjournals.org/search?author1=Susanne+Rath&sortspec=date&submit=Submit
http://jac.oxfordjournals.org/search?author1=Andr%C3%A9+Luis+Vilarinho&sortspec=date&submit=Submit
http://jac.oxfordjournals.org/search?author1=Renato+A.+Mortara&sortspec=date&submit=Submit
http://jac.oxfordjournals.org/search?author1=Heitor+Franco+de+Andrade+Jr&sortspec=date&submit=Submit
http://jac.oxfordjournals.org/search?author1=Heitor+Franco+de+Andrade+Jr&sortspec=date&submit=Submit

141

VAN ZANDBERGEN, G.; KLINGER, M.; MUELLER, A.; DANNENBERG, S
GEBERT, A.; SOLBACH, W.; LASKAY, T. Cutting edge: neutrophil granulocyte
serves as a vector for Leishmania entry into macrophages. Journal of Immunology,
v. 173, n. 11, p. 6521-6525, 2004.

VEIGA, J. B.; SCUDELLER, V. V. Etnobotanica e medicina popular no tratamento de
malaria e males associados na comunidade ribeirinha Julido — baixo Rio Negro
(Amazobnia Central). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 17, n. 4, suppl. 1,
p. 737-747, 2015.

VIGNERON, M.; DEPARIS, X.; DEHARO, E.; BOURDY, G. Antimalarial remedies in
French Guiana: a knowledge attitudes and practices study. Journal of
Ethnopharmacology, v. 26, n. 98, p. 351-360, 2005.

WAGNER, H.; BLADT, S.; ZGAINSKI, E. M. Plant drug analysis. Berlin: Springer-
Verlag, 1984. 320 p.

WALTERS, L. L. Leishmania differentiation in natural and unnatural sand fly host.
Journal of Eukaryot Microbiology, v. 40, n. 2, p. 196-206, 1993.

WCSP. 2016. World Checklist of Selected Plant Families. Facilitated by the Royal
Botanic Gardens, Kew. Published on the Internet. Geissospermum vellosii.
Disponivel em: <http://www.kew.org/search/google/geissospermum%?20vellosii/>.
Acesso: 08 set. 2016.

WERNER, J. A. T.; OLIVEIRA, S. M.; MARTINS, D. F.; MAZZARDO, L.; DIAS, J. F.
G.; LORDELLO, A. L. L.; MIGUEL, O. G.; ROYES, L. F.; FERREIRA, F.; SANTOS,
A. R. S. Evidence for a role of 5-HT1A receptor on antinociceptive action from
Geissospermum vellosii. Journal of Ethnopharmacology, v. 125, n. 1, p. 163-169,
20009.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Quality control methods for medicinal
plants materials. Geneva: WHO, 1992.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Report of a meeting of the WHO
Expert Committee on the Control of Leishmaniases. Geneva: WHO, 2010. P. 22—
26.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Leishmaniasis - Situation and trends.
Disponivel em: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/>. Acesso em:
29 out. 2015.

YU, J.; CHEN, Q. The plant extract of Pao pereira potentiates carboplatin effects
against ovarian cancer. Pharmaceutical Biology, v. 52, n. 1, p. 36-43, 2014.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Zandbergen%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klinger%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mueller%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dannenberg%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gebert%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Solbach%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557140

