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RESUMO 

 

As espécies do gênero Aspidosperma pertencentes à família Apocynaceae são restritas às 

Américas. Estudos etnofarmacológicos revelaram a utilização destas espécies como agente 

potencial contra a malária e tripanosomatídeos, como antimicrobianos, anti-inflamatórios e 

antitumorais. A pesquisa em busca de novas entidades químicas com ação antimicrobiana 

apresenta significativa importância devido à versatilidade dos micro-organismos em adquirir 

resistência ao arsenal terapêutico, e devido à prevalência de doenças consideradas 

negligenciadas, como as leishmanioses. Estas são endêmicas nos países em desenvolvimento e 

possuem poucas opções terapêuticas, sendo estas tóxicas e de eficácia limitada. O objetivo do 

estudo consistiu em avaliar os extratos brutos e frações de diferentes partes das espécies de A. 

macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium, quanto à ação antimicrobiana e realizar o estudo 

químico bioguiado da espécie mais ativa sobre os micro-organismos testados e menos tóxica 

para células de mamíferos. Sobre a atividade antibacteriana a fração alcaloídica da casca de A. 

pyrifolium apresentou concentração inibitória mínima (CIM) moderada de 125 e 250 µg/mL 

para Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, respectivamente. A fração acetato de etila do 

caule de A. macrocarpon apresentou CIM fraca de 250 µg/mL sobre Candida parapsilosis. A 

atividade do extrato da casca do caule de A. macrocapon contra formas promastigotas de 

Leishmania amazonensis apresentou concentração inibitória (CI50) de 151,5 g/mL e índice 

de seletividade (IS) de 6,52 sobre células LLCMK2, sendo a espécie mais promissora para a 

realização do estudo químico bioguiado. As frações de clorofórmio e acetato de etila obtidas 

da casca do caule de A. macrocarpon demonstraram CI50 de 29,00  1,65 e 29,50  0,95 g/mL 

respectivamente, sobre as formas promastigotas de L. amazonensis. O estudo bioguiado do 

fracionamento da fração clorofórmio conduziu à obtenção da subfração com 

monoacilglicerois (MAG) como a mais ativa sobre as formas evolutivas de L. amazonensis, 

com CI50 2,31  0,08 e 2,29  0,14 g/mL sobre promastigotas e amastigotas intracelulares, 

respectivamente e IS sobre macrófagos J774-A1 de 42, para ambas as formas evolutivas. 

Estudos relacionados ao mecanismo de ação da fração MAG avaliados por microscopia 

óptica, eletrônica de varredura (MEV), e transmissão (MET) evidenciaram alterações como 

inchaço mitocondrial, membranas concêntricas dentro da mitocôndria, presença de 

perfurações na superfície celular do parasito e vacúolos autofágicos. Estes dados quando 

analisados em conjunto com resultados da citometria de fluxo indicaram a autofagia e necrose 

como provável mecanismo de morte celular. Após o fracionamento da fração acetato de etila 

foi identificada a quercetina como substância ativa sobre as formas evolutivas de L. 

amazonensis, com CI50 de 61,93  1,36 e 63,86  3,25 M/mL sobre promastigotas e 

amastigotas intracelulares, respectivamente. A quercetina foi avaliada em combinação com 

anfotericina B (Q+A) e miltefosina (Q+M), o efeito combinatório de ambas foi considerado 

sinérgico sobre as formas evolutivas de L. amazonensis. As combinações Q+A e Q+M 

demonstraram ação antagônica sobre macrófagos e eritrócitos humanos. A avaliação da 

combinação por MEV e MET associada aos dados da literatura indicaram provável morte 

celular por apoptose de ambas as combinações. Estes achados nos ensaios in vitro são 

relevantes como primeiro passo na busca por novas terapias para o tratamento da leishmaniose 

cutânea. 

 

Palavras chaves: Aspidosperma macrocarpon, Aspidosperma tomentosum, Aspidosperma 

pyrifolium, atividade antimicrobiana. 



ABSTRACT 

Aspidosperma species belonging to the Apocynaceae family are restricted to the Americas. 

Ethnopharmacological studies have shown the use of these species as a potential agent against 

malaria and trypanosomatids, also used as antibiotics, anti-inflammatory and antitumor. The 

search for new chemical entities with antimicrobial activity has significant importance due to 

the versatility of microorganisms to acquire resistance to the therapeutic arsenal, and due to 

the prevalence of neglected diseases, such as leishmaniasis. These are endemic in developing 

countries have few therapeutic options, which are toxic and have limited effectiveness. The 

aim of this study was to evaluate the crude extracts and fractions from different parts of the 

species A. macrocarpon, A. tomentosum and A. pyrifolium, as the antimicrobial action and 

realize bioguided chemical study of the species with high activity against the microorganisms 

tested, and less toxic to mammalian cells. About antibacterial activity alkaloidal fraction from 

A. pyrifolium stem presented moderate minimal inhibitory concentration (MIC): 125 and 250 

g/mL for Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis, respectively. The ethyl acetate 

fraction of A. macrocarpon stem had a weak MIC of 250 g/mL on Candida parapsilosis. 

The activity of the extract of the stem bark of A. macrocapon against Leishmania 

amazonensis promastigotes showed inhibitory concentration (IC50) of 151.5 g/mL and 

selectivity index (SI) of 6.52 on LLCMK2 cells, this species were considered the most 

promising for the bioguided chemical study. The chloroform and ethyl acetate fractions of the 

A. macrocarpon stem bark showed IC50 29.00  1.65 and 29.50  0.95 g/mL, respectively on 

promastigotes forms of L. amazonensis. The bioguided study with chloroform fraction led to 

subfraction of monoacylglycerols, wich were the most active on L. amazonensis, with IC50 

2.31  0.08 and 2.29  0.14 g/mL on promastigotes and intracellular amastigotes, 

respectively. SI showed that this fraction were 42 fold more toxic to L. amazonensis than to 

macrophages. Studies related to the mechanism of action of monoacylglycerols evaluated by 

optical microscopy, scanning electron (SEM) and transmission electron microscopy (TEM) 

showed abnormalities such as mitochondrial swelling, concentric membranes inside the 

mitochondria, presence of perforations on the cell surface of the parasite and autophagic 

vacuoles. These data together with results of flow cytometry showed necrosis and autophagy 

as a possible mechanism of cell death. Quercetin was identified as the active substance of the 

ethyl acetate fraction against evolutionary forms of L. amazonensis. This substance had, IC50 

of 61.93  1.36 and 63.86  3.25 M/mL on promastigotes and intracellular amastigotes, 

respectively. Quercetin was evaluated in combination with amphotericin B (Q + A) and 

miltefosine (Q + M), the combinatorial effect of both was considered synergistic against all 

forms of L. amazonensis. The combinations Q+A and Q+M showed antagonistic action on 

macrophages and human erythrocytes. Evaluation of the combination using SEM and TEM 

associated with literature data indicate apoptotic cell death after treatment with both 

combinations. These findings are relevant as a first step in the search for new therapies for the 

treatment of cutaneous leishmaniasis. 

 

Key words: Aspidosperma macrocarpon, Aspidosperma tomentosum, Aspidosperma 

pyrifolium, antimicrobial activity. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

A pesquisa científica sobre medicamentos e plantas medicinais, ao longo da história 

passou por transformações, em função da aquisição do conhecimento perpetuado através da 

literatura e do “know-how”, obtido nas bancadas dos laboratórios de pesquisa ou por meio da 

etnofarmarcologia. Em especial neste início de século, com o desenvolvimento tecnológico 

atuando como ferramenta em vários processos, revolucionou inúmeras áreas da ciência, em 

particular na descoberta de novos fármacos. 

O grande desafio da pesquisa para obtenção de novas entidades químicas com potencial 

a se tornarem fármacos, vivência um paradoxo, caracterizado por grandes avanços 

tecnológicos e diminuição no número de inovações. Além da existência de doenças seculares, 

em especial as ocasionadas por micro-organismos, que ainda são um grande problema de 

saúde pública. 

Silva (2013) aponta para a lacuna entre os custos elevados das pesquisas, e a baixa 

quantidade de fármacos inseridos no mercado nos últimos anos, principalmente em relação à 

inovação radical. 

Estas afirmações supracitadas são impulsionadas por dados descritos na literatura atual, 

que mostram o insucesso das indústrias farmacêuticas para lançar um medicamento no 

mercado. Estima-se que somente 20% das pesquisas e desenvolvimentos de novas entidades 

químicas tornam-se um fármaco (LEITÃO; MONTANARI e MONTANARI, 2011). O 

aumento significativo no investimento de pesquisa e desenvolvimento, por parte das 

indústrias farmacêuticas para aprovação de novos medicamentos nos últimos 10 anos, não foi 

condizente com o número de novos produtos aprovados (KAITIN, 2010). 

Estes relatos tornam-se alarmantes, diante das incidências que, para aproximadamente 2 

mil doenças agudas e crônicas registradas, apenas 30 – 40% destas são curáveis. Algumas 

doenças não têm tratamentos e outras podem ser tratadas apenas sintomaticamente 

(WAGNER, 2009). 

Em todo o mundo, cerca de 50 a 75% das mortes em hospitais foram relatadas devido a 

doenças infecciosas (CHITEMERERE; MUKANGANYAMA, 2014). A resistência 

antimicrobiana ameaça à prevenção e o tratamento eficaz de uma gama cada vez maior de 

infecções causadas por bactérias, parasitos, vírus e fungos que têm sido por décadas tratáveis, 

contudo podem voltar a matar (OMS, 2015a). 
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A pesquisa em busca de novas entidades químicas com ação antimicrobiana apresenta 

significativa importância devido à versatilidade dos micro-organismos em adquirir resistência 

ao arsenal terapêutico, e devido à prevalência de doenças consideradas negligenciadas, como 

as leishmanioses. Estas são endêmicas nos países em desenvolvimento e possuem poucas 

opções terapêuticas, sendo estas tóxicas e de eficácia limitada. 

As leishmanioses afetam mundialmente 12 milhões de pessoas em 98 países 

(RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014). Estima-se que 1,3 milhões de novos casos de 

leishmanioses e cerca de 30 mil mortes ocorram anualmente no mundo (OMS, 2015b).  

De acordo com dados da literatura, ainda hoje um quarto de toda medicina moderna 

deriva direta ou indiretamente das plantas, em especial no caso de doenças infecciosas (75%) 

e na terapia contra o câncer (60%). Avalia-se que 80% da população que reside em países em 

desenvolvimento, ainda dependem exclusivamente da medicina tradicional para os cuidados 

básicos com a saúde (GEORGIEV, 2014). 

O reino vegetal é responsável pela maior parcela da diversidade química conhecida e 

registrada na literatura, dada a variedade e complexidade das micromoléculas presentes nos 

metabólitos secundários das plantas (VIEGAS JÚNIOR; BOLZANI e BARREIRO, 2006). 

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo em relação às espécies endêmicas, 

cerca de 20%, destes aproximadamente 55 mil são espécies de plantas (BARREIRO; 

BOLZANI, 2009). Sendo, pouco mais de 10 mil plantas usadas como medicinais 

(KINGHORN et al., 2011). 

As plantas são fontes potencias de novos fármacos, podem agir de maneira sinérgica 

(extratos ou frações) ou de forma mais eficaz e menos tóxica ao apresentarem atividade como 

substância isolada. Sejam como fitofármacos ou fitocomplexo, com um grupo majoritário de 

metabólitos primários ou secundários ativos, as mais variadas formas de utilizações das 

espécies de plantas medicinais são exploradas até hoje. 

Segundo Barreiro e Bolzani (2009), no Brasil a descoberta de protótipos de fármacos 

e/ou fitofármacos, ligados a pesquisa básica multidisciplinar impulsiona o desenvolvimento 

tecnológico nacional, considerando os inúmeros biomas brasileiros com uma diversidade 

imensa e pouco explorada como fonte de substâncias ativas.  

Vários relatos científicos exemplificam como a aplicação de novas ferramentas, com 

base no avanço tecnológico, revitalizaram os estudos com plantas na busca por novas 

entidades químicas bioativas. E impulsionou novos estudos com substâncias já consagradas 

na literatura. Recentemente instrumentos modernos hifenados, como a cromatografia líquida 

de ultra-alta eficiência com a medição de massa de alta resolução, têm sido utilizados com a 
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finalidade de realizar o “fingerprint” de extratos vegetais de diferentes espécies de plantas e 

evidenciar diferenças no perfil metabólico das amostras (PANUSA et al., 2015). 

Este instrumento foi apenas um exemplo de métodos analíticos modernos, que em 

conjunto com as inovações na área da biologia molecular, nanotecnologia, metabolômica, 

triagem automatizada em alta escala (High-Throughput Screening) e diversos outros recursos 

têm contribuído de maneira expressiva com a pesquisa científica (ABDELNUR, 2011; 

FERREIRA; OLIVA e ANDRICOPULO, 2011; SILVA, 2013; ANNANG et al., 2015). 

Dentro do contexto, do desenvolvimento tecnológico associado à pesquisa com espécies 

vegetais, vem ocorrendo nos últimos anos por parte do governo brasileiro, um incremento de 

novas resoluções e leis, que visam estabelecer diretrizes para fortalecer o setor de plantas 

medicinais. Em função das novas políticas públicas o setor tem se revigorado e encontrado 

bases para o seu desenvolvimento, como a implantação da Fitoterapia no Sistema Único de 

Saúde (SUS) e o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de Medicamentos – 

CEME, juntamente com a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, que 

estabeleceram diretrizes para o desenvolvimento de ações, voltados à garantia do acesso 

seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos no Brasil (BRASIL, 2006a, 2006b; 

2006c
 
e 2012).  

Assim, diante do exposto as possibilidades voltam-se mais uma vez ao vasto potencial 

das plantas medicinais como fonte de princípios ativos. 

As espécies do gênero Aspidosperma pertencem à família Apocynaceae são restritas às 

Américas, sendo encontradas entre o México e a Argentina. Além da madeira de boa 

qualidade fornecida pelas árvores das espécies de Aspidosperma, as cascas destas são 

utilizadas em forma de infusões pela medicina popular da Amazônia (PEREIRA et al., 2007; 

BARBOSA et al., 2010). 

Entre as ações relatadas para a utilização das espécies de Aspidosperma, atenção 

especial é dada para o seu uso popular contra protozoários. Considerando que as 

Aspidosperma são nativas no Brasil, onde há alta prevalência das leishmanioses, doenças 

negligenciadas ocasionadas por protozoários do gênero Leishmania. Acometem em particular 

populações pobres, causando altas taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento atual é 

falho e o interesse da indústria farmacêutica em suprir a esta lacuna é subestimado. 

Com base nas explanações apresentadas, a justificativa para este estudo se apoia na 

importância das espécies Aspidosperma tomentosum Mart., A. pyrifolium Mart. e A. 

macrocarpon Mart. como plantas nativas no Brasil utilizadas pela medicina popular, que 

carecem de dados científicos comprobatórios sobre a eficácia e segurança do seu uso, em 
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particular sobre a atividade antibacteriana, antifúngica e antileishmania. Assim como, a busca 

por novos princípios ativos de plantas, que possam ser utilizados como fármacos ou 

protótipos para síntese ou semissíntese de substâncias análogas, mais potentes e seletivas. 

Caracterizando como primeiro passo os estudos biológicos in vitro e químico bioguiado 

destas espécies. 

  



28 

 

2 – OBJETIVOS 

 

2.1 - Objetivo Geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifúngica, antibacteriana e 

antileishmania dos extratos hidroalcoólicos e frações obtidas das espécies vegetais A. 

macrocarpon Mart., A. tomentosum Mart. e A. pyrifolium Mart. e realizar o estudo químico 

bioguiado para a atividade antimicrobiana da espécie de Aspidosperma, cujo extrato for o 

mais ativo e o menos tóxico. 

 

2.2 - Objetivos específicos 

 

- Avaliar a atividade contra bactérias GRAM positivas, GRAM negativas, e contra espécies de 

Candidas dos extratos brutos e frações das espécies A. macrocarpon Mart., A. tomentosum 

Mart. e A. pyrifolium Mart.  

 

- Pesquisar a atividade antiproliferativa dos extratos e frações das espécies de A. macrocarpon 

Mart., A. tomentosum Mart. e A. pyrifolium Mart. sobre as formas evolutivas promastigotas de 

L. amazonensis. 

 

- Isolar e identificar as substâncias químicas obtidas da espécie de Aspidosperma, cujo extrato 

ou fração apresentar melhor resultado contra formas evolutivas de L. amazonensis. 

 

- Investigar a atividade antiproliferativa das frações, substância isolada e combinada com a 

anfotericina B e com a miltefosina sobre formas promastigotas, amastigotas intracelulares 

e/ou amastigotas axênicas de L. amazonensis. 

 

- Verificar a citotoxicidade in vitro do extrato, frações, substâncias isoladas e de diferentes 

concentrações das combinações da substância isolada com anfotericina B e miltefosina. 

 

- Avaliar alterações morfológicas e ultraestruturais sobre formas promastigotas de L. 

amazonensis das substâncias ou frações mais ativas isoladas das espécies de Aspidosperma. 

 

- Pesquisar alterações celulares sobre formas promastigotas de L. amazonensis das substâncias 

ou frações mais ativas isoladas das espécies de Aspidosperma.  
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3 - REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 - Gênero Aspidosperma (Apocynaceae) 

 

O gênero Aspidosperma pertence à família Apocynaceae, por ser constantemente 

estudado há diferentes classificações taxonômicas que incluem ou excluem espécies dentro 

deste gênero. Segundo Woodson (1951) são 52 espécies dividida em 9 séries pertencentes ao 

gênero Aspidosperma. Bolzani et al. (1987) após novos estudos, reclassificou a taxonomia do 

gênero para 48 espécies dividida em 7 séries. 

As espécies do gênero Aspidosperma apresentam como marcadores quimiotaxonômicos 

alcaloides indólicos, principalmente os monoterpênicos tidos como um grupo de moléculas 

com grande potencial medicamentoso (MITAINE et al., 1996; PEREIRA et al., 2007; 

OLIVEIRA et al., 2009c). Outras substâncias presentes nestas espécies, normalmente são 

menos exploradas do ponto de vista químico, mas podem ser responsáveis por atividades 

biológicas.  

No Brasil, foram catalogadas aproximadamente 50 espécies de Aspidosperma, que estão 

distribuídas de norte a sul do país nos diferentes ecossistemas. A palavra Aspidosperma, é 

referente à semente destas espécies que se apresentam em formato de escudo (LORENZI, 

2002; AMORIM, SAMPAIO e ARAÚJO, 2005; OLIVEIRA et al., 2009c). Por exemplo, na 

caatinga do Seridó no Rio Grande do Norte, Brasil, a A. pyrifolium é a espécie vegetal de 

maior dominância entre a vegetação arbustiva e arbórea, quando comparada a outras espécies 

locais. Sendo esta comum em muitas áreas da caatinga (AMORIM, SAMPAIO e ARAÚJO, 

2005). Além, do cerrado brasileiro onde também são encontradas Aspidosperma, a região da 

Amazônia concentra o maior número de espécies da família Apocynaceae identificada no 

Brasil (PEREIRA et al., 2007; GUIMARÃES; BRAZ-FILHO e VIEIRA, 2012).  

As espécies de Aspidosperma têm predominância entre os trópicos e subtrópicos, são 

incomuns nas regiões temperadas (ROBERT et al., 1983; STRUWE; ALBERT e BREMER, 

1994). Além de serem exploradas por causa da madeira de boa qualidade e do látex (NUNES, 

1980; PEREIRA et al., 2006b; PEREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009c).  

Pereira et al. (2007) reuniram a classificação realizada por Woodson (1951), Robert et 

al. (1983) e Bolzani et al. (1987) ordenando as espécies nas respectivas séries (Tabela 1). 

Estas séries dividem as espécies de forma taxonômica, tendo em vista que, a distribuição dos 

diferentes tipos estruturais de alcaloides indólicos, não ocorre de maneira homogênea entre as 

espécies de cada série (PEREIRA et al., 2007). 
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Tabela 1 - Classificação das espécies do gênero Aspidosperma. 

 

Série Espécies 

Rigida A. rigidum Rusby, A. laxiflorum Kuhlm 

Nitida 

A. Auriculatum Mgf., A. carapanauba M. Pichon, A. compactinervium 

Kuhlmann, A. discolor A. DC., A. eburneum F. Allem, A. excelsum 

Benth, A. marcgravianum Woodson, A. nitidum Benth ex Müll.-Arg., A. 

oblongum A. DC., A. spegazzinii Molf. Ex Meyer 

Quebranchines A. chakensis Spegazzini, A. quebracho-blanco Schlecht 

Polyneura 
A. cuspa Blake, A. cylindrocarpon Müell.-Arg., A. dispermum, A. 

peroba, A. polyneuron Müll.-Arg., A. sessiliflorum 

Pyricolla 

A. australe Müll.-Arg., A. campus-belus A. P. Duarte; A. gomesianum 

A. DC., A. multiflorum A. DC., A. nigricans Handro, A. olivaceum 

Müll.-Arg., A. parvifolium, A. populifolium A. DC., A. pyricollum 

Muell.-Arg., A. pyrifolium Mart., A. quirandy, A. refractum Mart., A. 

rhombeosignatum, A. subincanum Mart.; A. tomentosum Mart., A. ulei 

Mgf., A. vargasii 

Nobile 

A. album (Vahl) R. Bent., A. desmanthum Benth ex. Müll.-Arg., A. 

exalatum Monachino, A. fendleri, A. limae Woodson, A. megalocarpon 

Müll.-Arg., A. melanocalyx Müll.-Arg., A. neblinae Monachino, A. 

obscurinervium Azembuja; A. sandwithianum, A. spruceanum Benth 

Macrocarpa A. duckei Hub., A. macrocarpon Mart., A. verbascifolium Müll.-Arg. 

Tomentosa A. formosanum, A. daysycarpum A. DC. 

- 
A. ramiflorum Muell. Arg., A. gilbertii A. P. Duarte, A. longepetiolatum 

Kuhlm. 
Fonte: a autora, 2015, adaptado de PEREIRA et al., 2007. 

 

Várias espécies do gênero Aspidosperma são utilizadas na medicina popular como 

potencial agente contra a malária, leishmaniose, hanseníase, antibacteriano, antifúngico, 

processo inflamatórios (útero e ovário), reumatismo, febre, dor, contra o câncer, problemas 

estomacais, diabetes, colesterol, hipertensão e disfunção erétil (LINO; GARROTE, 2005; 

CAMPOS et al., 2006; PEREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009c; BARBOSA et al., 

2010; SILVA et al., 2010).  

Para a realização deste trabalho foram selecionadas as espécies A. macrocarpon Mart., 

A. tomentosum Mart., e A. pyrifolium Mart., que são espécies arbóreas, cuja casca do caule é 

comumente utilizadas pela população no preparo de decoctos para o tratamento de infecções. 

Conhecidas popularmente como peroba na maioria das regiões brasileiras e carapanaúba na 

região amazônica (HENRIQUE; NUNOMORA e POHLIT, 2010).  
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3.1.1 - Aspidosperma macrocarpon Mart. 

 

A espécie A. macrocarpon Mart. (Figura 1) conhecida como guatambu, guatambu-do-

cerrado, pau-pereira, muirajuçara e peroba-cetim atinge de 8 a 18 metros de altura e possui 

troncos com 25 a 35 cm de diâmetro. Sua madeira é própria para a construção civil e 

marcenaria, prefere terrenos secos em áreas de cerrado, sua ocorrência se estende da Bahia, 

Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso do Sul e Goiás (LORENZI, 2002). A espécie A. 

macrocarpon Mart. faz parte da série macrocarpa, junto com outras duas espécies a A. duckei 

Hub. e A. verbascifolium Müll.-Arg. (PEREIRA et al., 2007).  

De acordo com Lorenzi (2002) estas espécies são sinonímias botânicas da A. 

macrocarpon. Em um estudo do gênero constatou-se que os principais alcaloides encontrados 

na A. duckei, também estão presentes na A. macroparpon. Embora, sejam encontradas em 

diferentes regiões climáticas apresentam semelhanças filogenéticas (FERREIRA-FILHO et 

al., 1966). Outras sinonímias científicas são: A. macrocarpum Mart., A. platyphyllum Müll. 

Arg., A. verbacifolium Müll. Arg. e A. gardneri Mull. Arg. 

Existem poucos relatos na literatura sobre A. verbascifolium, o alcaloide isolado desta 

espécie foi o 3(S)-4(S)-N-formilcopsanol (1) (BOLZANI et al., 1987; PEREIRA et al., 2007). 
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Os alcaloides indólicos copsanona (2), copsanol (3), 18-epicosanol (4), 10-

lactamaepicosanol (5) foram isolados das espécies A. duckei e A. macrocarpon (FERREIRA 

FILHO et al., 1966; PEREIRA et al., 2007). 
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Figura 1 - Partes aéreas da A. macrocarpon Mart. 

 

Legenda: (A) árvore de A. macrocarpon Mart. (B) folhas e flores, (C) sementes, (D) casca do 

caule. Fonte: Lorenzi (2002). 
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Mitaine et al. (1996) isolaram das sementes de A. macrocarpon os alcaloides (-)-

vincadiformina (6), ervinceina (7), além da copsanona (2), copsanol (3), 18-epicosanol (4) e 

copsinina (8) da casca do caule de A. macrorcapon.  
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Recentemente, Bannwart (2012) isolou das folhas de A. macrocarpon cinco alcaloides 

indólicos, sendo alguns já descritos na literatura para a espécie como, a copsanona (2), 

copsanol (3) e a copsnina (8). Além do copsanol-N-óxido (9) e a copsanona-N-óxido (10), 

descrito na espécie pela primeira vez na literatura. A predominância dos alcaloides indólicos 

na A. macrocarpon são do tipo copsano (PEREIRA et al., 2007).  

Além, dos alcaloides também foram isolados, o flavonoide rutina (quercetina-3-

rutinosídeo) (11) e o L-2-O-metil-chiro-inositol (12), dois ácidos clorogênicos denominados 

de ácido 5-O-cafeoílquinico (13) e o ácido 3,5-O-dicafeoílquinico (14). E o triterpenoide 

ácido ursólico (15) (BANNWART et al., 2013a; BANNWART et al., 2013b). 
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Aquino (2012) também isolou das folhas de A. macrocarpon o ácido úrsólico (15), este 

estava em mistura com o ácido oleanólico (16). Do caule de A. macrocarpon, Aquino (2012) 

isolou uma mistura de três esteroides identificada como campesterol (17), estigmasterol (18), 

e sistosterol (19). Também foram identificados os triterpenos lupeol (20), -amirina (21) e -

amirina (22). 
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Dados da literatura descreveram sobre a atividade biológica desta espécie, como o 

estudo realizado por Mesquita et al. (2005) sobre a atividade do extrato hexano das folhas de 

A. macrocarpon contra formas amastigotas de Tripanosoma cruzi. Posteriormente, Mesquita 

et al. (2007) avaliaram o extrato etanólico das cascas da raiz de A. macrocarpon contra o 

Plasmodium falciparum, e a toxicidade destes sobre células mamárias, indicando um índice 

de seletividade potencialmente seguro para terapia. Recentemente, De Paula, Dolabela e 

Oliveira (2014) relataram a partir de uma revisão de literatura, o uso de espécies de 

Aspidosperma, como a A. macrocarpon, com potencial atividade antimalária. 

Estudos diversificados foram descritos na literatura para a espécie A. macrocarpon, 

como atividade inseticida do extrato hexânico da raiz, sobre o caruncho do feijão (Zabrotes 

subfasciatus) (SILVA et al., 2009), e a ação anti-hipertensiva em ratos com o extrato 

etanólico das folhas de A. macrocarpon (OLIVEIRA et al., 2012), além da, atividade 

antiproliferativa do extrato bruto metanólico das folhas, frações e do alcaloide copsanona 

sobre linhagens de células tumorais (BANNWART et al., 2013b), a avaliação da atividade 

antioxidante e análise das principais características do extrato seco atomizado da casca do 

caule de A. macrocarpon, em comparação ao extrato seco desta (AZEVEDO, 2013), e estudos 

relacionados com a fenologia e metabolismo nutricional da A. macrocarpon (CASTRO et al., 

2013). 

 

 

3.1.2 Aspidosperma tomentosum Mart. 

 

A espécie A. tomentosum Mart., (Figura 2) denominada pela medicina popular de 

peroba-do-campo, pereiro-do-campo, peroba-do-cerrado, pau-pereiro-do-campo, taroba é uma 

planta que atinge entre 5 e 8 metros de altura, com ramos grossos e tronco tortuoso, apresenta 

casca grossa e cortiça. Ela é encontrada no cerrado brasileiro (Tocantins, Goiás, Mato Grosso, 

Mato Grosso do Sul, parte de Minas Gerais, oeste da Bahia e sul do Piauí), e também no 

Paraguai e na Bolívia. As sinonímias botânicas desta espécie são: A. velutinum Fisch. Ex 

Müll. Arg., A tomentosum var. velutinum Müll., A. tomentosum var. angustifolium Müll. Arg. 

(LORENZI, 2002). 
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Figura 2 - Partes aéreas da A. tomentosum Mart. 

 

Legenda: (A) árvore de A. tomentosum Mart. (B) folhas e flores, (C) sementes, (D) casca do 

caule. Fonte: Lorenzi (2002). 
 

A partir dos estudos químicos realizados com A. tomentosum foram isolados os 

alcaloides indólicos uleína (23), 3-epi-uleína (24) e N-acetil-12-hidroxiaspidospermatidina 

(limatinina) (25) (ARNDT et al., 1967; BOLZANI et al., 1987; PEREIRA et al., 2007). Outro 

estudo relatou a presença da uleína (23) no caule, folhas, e sementes da A. tomentosum. Além 

dos alcaloides quebrachamina (26), aspidospermidina (27), razinilama (28), 1-acetil-

aspidospermidina (29), 1-acetil-17-metoxi-aspidospermidina (30) (AQUINO, 2006). 
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Em relação às atividades biológicas reportadas para os extratos e frações de A. 

tomentosum, verificou-se a ação tripanocida da uleína (23) sobre as formas tripomastigotas de 

T. cruzi (OLIVEIRA et al., 2001). Os extratos brutos do caule, sementes, folhas e frutos de A. 
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tomentosum também foram avaliados sobre linhagens de P. falciparum com resultados 

promissores para todos os extratos testados (DOLABELA et al., 2012; DE PAULA; 

DOLABELA e OLIVEIRA, 2014). Enquanto, a atividade antiviral do extrato dos frutos sobre 

o vírus do herpes simples (HSV-1) foi inativa (BRANDÃO et al., 2011).  

Outro estudo avaliou a atividade antiproliferativa do extrato bruto e frações das partes 

aéreas de A. tomentosum sobre linhagens de células tumorais, e o melhor resultado foi obtido 

com a fração terpênica, em linhagens de células de câncer de mama e pulmão (KOHN et al., 

2006). O uso na medicina tradicional desta espécie, também foi reportado como anti-

hiperlipêmica e anorexígena (SILVA et al., 2010), além da ação antinociceptiva e anti-

inflamatória descrita para a casca do caule de A. tomentosum (AQUINO et al., 2013). 

 

 

3.1.3 Aspidosperma pyrifolium Mart 

 

A espécie A. pyrifolium Mart. (Figura 3) chamada pelos nativos de pereiro, pau-pereiro, 

pereiro-de-saia e pereiro-vermelho, pereiro-branco e pereiro-preto, dependendo da região de 

ocorrência. Ela é uma planta com altura variável, pode apresentar-se como arbusto em regiões 

da caatinga mais seca, ou atingir até 8 metros de altura. Normalmente encontrada na região da 

caatinga, nos estados do nordeste brasileiro até o norte de Minas Gerais e no Pantanal 

matogrossense. Apresenta como sinonímias científicas: A. refractum Mart., A. bicolor mart., 

A. molle Mart., A. martii Manso ex Mart., A. guaraniticum Malme, A. pyrifolium var. molee 

(Mart.) Müll. Arg. (LORENZI, 2002). 

De acordo com a compilação dos dados referentes à A. pyrifolium realizados por Pereira 

et al. (2007), existe uma grande variedade de tipos de alcaloides indólicos como, o –

anilinoacrilato de metila, aspidospermidina, pirifolidina, aspidospermina, aspidoscarpina, 

aspidofractina e quebrachamina.  
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Figura 3 - Partes aéreas da A. pyrifolium Mart. 

 
Legenda: (A) árvore de A. pyrifolium Mart. (B) folhas e flores, (C) sementes, (D) casca do 

caule. Fonte: Lorenzi (2002). 

 

Entre os alcaloides indólicos presentes na A. pyrifolium tem-se a (-)-vincadiformina (6), 

também descrita para A. macrocarpon. E os alcaloides quebrachamina (26), e 

aspidospermidina (27) descritos anteriormente para A. tomentosum. Vários outros alcaloides 

da A. pyrifolium como: (+)-pirifolidina (31), (+)-aspidospermina (32); (-)-aspidospermina 

(33), desacetilaspidospermina (34), (-)-Des-N-metoxiaspidospermina (35), 10-

metoxiaspidospermidina (36), palosina (37), O-desmetilpalosina (38), N-

formilaspidospermidina (39), desmetoxivalesina (40), aspidofractina (41), (+)-pirifolina (42), 

6-desmetoxipirifolina (43), refractidina (44), (-)-aspidofilina (45), N-formilaspidofractinina 

(46), 15-desmetoxipirifolina (47), desidroxiaplocidina (48), haplocina (49), acuamicina (50), 
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diidrocondilocarpina (tubotaiwina) (51) (CRAVEIRO; MATOS e SERUR, 1983; MITAINE 

et al., 1996; OLIVEIRA, 1999; ARAÚJO-JÚNIOR et al., 2007; PEREIRA et al., 2007; 

GUIMARÃES; BRAZ-FILHO e VIEIRA, 2012). 
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As características dos diferentes tipos ou classes de alcaloides indólicos de acordo com, 

o esqueleto estão diretamente relacionadas com a biogênese. Contudo, o sistema indólico 

comum a todos os alcaloides desta classe é derivado do aminoácido L-triptofano 

(SCHRIPSEMA; DAGNINO e GOSMANN, 2007). 

Alguns estudos biológicos da A. pyrifolium estão relacionados à atividade inseticida do 

extrato da casca, dos frutos e da raiz desta espécie (TORRES; BARROS e OLIVEIRA, 2001; 

TRINDADE et al., 2008). Existem relatos sobre a toxicidade desta espécie, ocasionando 

teratogenicidade em herbívoros que se alimentam das suas folhas (RIET-CORREA; 

MEDEIROS e SCHILD, 2012). Embora, o decocto da casca do caule desta espécie seja usado 

na medicina popular, para o tratamento de inflamação do trato urinário (AGRA; FREITAS e 

BARBOSA-FILHO, 2007).  

Sobre a atividade da A. pyrifolium contra bactérias, o extrato bruto da casca foi inativo 

contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Echerichia coli e Pseudomonas aeruginosa 

(OLIVEIRA et al., 2009a). Assim como, o extrato bruto do caule e da casca do caule de A. 

pyrifolium foram inativos sobre o protozoário P. falciparum (BOURDY et al., 2004; 

PEREIRA et al., 2007; DE PAULA; DOLABELA e OLIVEIRA, 2014). Porém, os alcaloides 

aspidospermina (31, 32) e o N-formilaspidospermidina (39) presentes na A. pyrifolium foram 

ativos sobre o P. falciparum (MITAINE-OFFER et al., 2002). 

 

3.2 - Atividades Biológicas, Estudos Químicos e o Gênero Aspidosperma 

 

Com base em informações etnofarmacológicas, alguns estudos sobre a ação biológica 

das espécies de Aspidosperma foram relatados. Como por exemplo, a ação antibacteriana dos 

extratos de A. ramiflorum que demonstraram uma atividade boa sobre B. subtilis e S. aureus e 

dos extratos de A. pyricolum e A. olivaceum que apresentaram ação moderada sobre B. subtilis 

(OLIVEIRA et al., 2009a). Em outro trabalho, Tanaka et al. (2006) haviam observado que a 

ação antibacteriana de A. ramiflorum mostrou-se maior para as frações alcaloídicas, sendo 
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identificados posteriormente os alcaloides bisindólicos ramiflorina A e B, como ativos para 

bactérias Gram-positivas. Estes alcaloides também se mostram ativos contra L. braziliensis e 

L. amazonensis (FERREIRA et al., 2004; TANAKA et al., 2007; CUNHA et al., 2012). A 

ramiflorina A apresentou atividade antifúngica contra Cryptococcus neoformans (SOUZA et 

al., 2006). 

Verpoorte, Ruigrok e Baerheim (1982) e Verpoorte et al. (1983) descreveram a 

atividade antimicrobiana de alcaloides isolados da casca do caule de A. marcgravianum, o 

tetrahidrosecamina e o di-hidrocorinateol que foram mais ativos contra S. aureus e B. subtilis. 

Posteriormente, os autores realizaram o estudo com os alcaloides isolados da casca da raiz de 

A. excelsum, que demonstraram atividade sobre B. subtilis, os mais ativos foram o 

tetrahidrosecamina, 11-metoxi-tubotaiwina, 16-dimetoxi-carbonil-tetrahidrosecamina e o 

didesmetoxi-carbonil-tetrahidrosecamina (VERPOORTE et al., 1983). Os extratos etanólicos 

da casca do caule de A. pyricolum e A. olivaceum também apresentaram atividade sobre B. 

subtilis (OLIVEIRA et al., 2009a). O extrato diclorometano metanol (1:1) do caule, galhos e 

folhas, e raiz de A. pachypterum demonstraram boa atividade sobre S. aureus, P. aeruginosa e 

Candida albicans (SUFFREDINI, et al., 2002). O extrato etanólico do caule da espécie A. 

polyneuron apresentou atividade antifúngica contra o Cladosporium herbarum (FERREIRA 

et al., 2003). E o extrato bruto diclorometano da madeira de peroba-rosa (Aspidosperma sp.) 

foi ativo sobre a bactéria Proteus mirabilis (GRANATO et al., 2005). 

Grande parte dos estudos biológicos, com extratos e alcaloides isolados das espécies de 

Aspidosperma está centrada na atividade antibacteriana, antifúngica e antiprotozoário. Em 

especial contra os protozoários P. falciparum, Leishmania spp e Trypanosoma spp.  

Aquino (2012) reportou em dados compilados da literatura, que grande parte dos 

estudos biológicos com extratos, frações e substâncias isoladas de espécies de Aspidosperma, 

volta-se para atividade antibacteriana (cerca de 50% dos dados levantados pelo autor). E os 

demais estudos, estão divididos em outras atividades biológicas, sendo majoritários os estudos 

com protozoários. Dentre as substâncias isoladas das espécies de Aspidosperma prevaleceram 

os alcaloides (AQUINO, 2012). 

Weniger et al. (2001) verificaram que o extrato do caule de A. megalocarpon Mull. Arg. 

apresentou atividade sobre linhagens de P. falciparum. Outro estudo demonstrou a ação 

antiplasmodial dos alcaloides N-formilaspidospermidina e aspidospermina isolados de A. 

megalocarpon Mull. Arg. e A. pyrifolium Mart. (MITAINE-OFFER et al., 2002). Estudos 

com os extratos da casca do caule de A. vargasii, A. desmathum também demonstraram ação 

contra linhagens de P. falciparum (ANDRADE-NETO et al., 2007; MESQUITA et al., 2007). 
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Outras espécies de Aspidosperma relatadas na literatura, ativas contra malária são: A. 

quebrancho-blanco Zschlechdt., A. polyneuron Muell., A. album (Vahl) Benoist, A. discolor 

DC., A. excelsum Benth., A. nitidum Benth. Entretanto, faltam estudos comprobatórios quanto 

à segurança do consumo destas plantas (BRANDÃO et al., 1992; BOURDY et al., 2004; 

BOTSARIS, 2007; COUTINHO et al., 2013).  

Dolabela et al. (2012) a partir de informações do uso popular de espécies vegetais 

contra a malária avaliaram extratos de diferentes partes da planta A. olivaceum, A. parvifolium 

e A. ramiflorum, contra o P. falciparum e todos os extratos testados foram ativos.  

Chierrito et al. (2014) relataram a atividade do extrato da casca do caule e das folhas de 

A. olivaceum, assim como das suas frações e substâncias isoladas contra o P. falciparum. Os 

alcaloides monoterpenos indólicos ativos foram a aspidoscarpina, uleína, aparicina, 

desmetoxi-aspidospermina, aspidospermina, N-metil-tetrahidro-olivacina e a olivacina. 

Outras três espécies de Aspidosperma foram estudadas recentemente para o tratamento 

da malária, os alcaloides isolados de diferentes partes da A. ulei foram ativos sobre o P. 

falciparum. Os alcaloides ativos foram o 3,4,5,6-tetrahidro--ioimbina, 20-epi-dasicarpidona 

e 20(E)-nor-subicanidina (TORRES et al., 2013). 

Reina et al. (2011) avaliaram a atividade de alcaloides isolados das espécies A. rigidum 

e A. schultesii contra promastigotas de L. infantum e epimastigotas de T. cruzi. Os alcaloides 

ativos foram da espécie A. rigidum, a carboxina A sobre L. infantum e a carboxina B, ativa 

sobre L. infantum e T. cruzi. 

Recentemente, mais de vinte alcaloides foram isolados de diferentes partes das espécies 

A. desmanthum e A. spruceanum, e foram testados contra L. infantum e T. cruzi. Sendo a 

aspidolimina, aspidoscarpina e tubotaiwina mais seletivas contra L. infantum (REINA et al., 

2014). 

Poucos estudos relatam a atividade das Aspidosperma contra vírus. Um dos poucos 

trabalhos, encontrados na literatura descreve que o extrato do caule e folhas de A. 

cylindrocarpon foi inativo. Assim como, o extrato do caule de A. parvifolium que foram 

inativos sobre o vírus herpes simples tipo 1 (HSV-1) e contra o vírus da encefalomiocardite 

(EMCV) (BRANDÃO et al., 2011) 

Apesar da utilização pela medicina tradicional da maioria das espécies de Aspidosperma 

ser voltada ao tratamento de doenças infecciosas, há levantamentos etnofarmacológicos e 

estudos científicos que relatam o uso destas espécies sobre outras patologias. 

Em relação às atividades farmacológicas dos alcaloides indólicos, isolados de espécies 

do gênero Aspidosperma, há poucos relatos de estudos para justificar o seu uso popular. O 
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trabalho realizado por Pereira et al. (2006a) resultou no isolamento de uma mistura de 

esteroides (sitosterol e estigmasterol), triterpenos pentacíclicos (-amirina e lupeol), o L-2-O-

metil-chiro-inositol e de um alcaloide carbonílico ( ácido 3-harmanocarboxílico), do cerne de 

A. nitidum Benth ex Müll. Arg. Entretanto, a atividade antinociceptiva e anti-inflamatória só 

foram demonstradas para o extrato etanólico. Estudos sobre, a ação das frações alcaloídicas de 

A. ulei em receptores 2-pré-sinápticos, podem explicar o uso tradicional da espécie de 

Aspidosperma na disfunção erétil (CAMPOS et al., 2006; CAMPOS et al., 2007). Souza et al. 

(2008b) relatou a atividade hipolipêmica do extrato bruto metanólico de A. subincanum.  

Recentemente, foi avaliado o potencial citotóxico e genotóxico do alcaloide 

aspidospermina isolado da A. polyneuron, sobre células de carcinoma de hepatócitos humano, 

com diminuição significativa da sobrevida destas células. Este alcaloide também foi ativo 

contra promastigotas de L. amazonensis (COATTI et al., 2015). 

Espécies de Aspidosperma são investigadas quimicamente e ênfase especial é dada aos 

alcaloides indólicos. Segundo a literatura, a busca por novas substâncias bioativas de espécies 

de Aspidosperma representa grande interesse científico, visto a diversidade estrutural dos 

alcaloides indólicos presentes em praticamente todas as espécies do gênero. 

Os estudos fitoquímicos para o isolamento dos alcaloides de Aspidosperma são 

descritos na literatura há muitos anos. Arndt et al. (1967) isolaram alcaloides do caule de A. 

rigidum caracterizados como picralina, desacetilpicralina, reserpilina e (-)-carapanaubina, do 

caule da espécie A. nitidum isolaram o alcaloide 10-metoxidihidrocorinateol. E do fruto da A. 

pyricolum foi isolado o alcaloide (+)-stemmadenina, e do caule os alcaloides uleína, 

apaciricina e o dasicarpidona, da espécie A. nigricans foram obtidos os alcaloides (+)-uleína e 

dihidrouleina. Além, dos alcaloides da madeira de A. marcgravianum identificados como 

aricina, reserpilina, (-)-desmetoxiaspidospermina e o (+)-aspidoscarpina. 

Ferreira et al. (2006) identificaram a presença dos alcaloides indólicos cilindrocarpidina 

e homocilindrocarpidina no extrato da raiz de A. polyneuron, e no extrato da folha foi 

identificado o éster dioctil do ácido adípico. Posteriormente, Santos et al. (2008) isolaram do 

extrato etanólico da raiz de A. polyneuron um novo alcaloide, o 2,7-dihidroxiquebrachamina.  

Jácome et al. (2004) também reportaram a presença do alcaloide uleína na A. 

parvifolium conhecida como “pau pereira”. Assim, como identificaram a presença dos 

alcaloides epiuleína, aparicina e desmetiluleína, e a presença do triterpeno lupeol e do 

esteroide estigmasterol, estes dois últimos são substâncias comumente encontradas em 

espécies de Aspidosperma. 
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Kobayashi et al. (2002) isolaram alcaloides indólicos pentacíclicos das cascas de A. 

subincanum denominados de subincanadinas A, B e C. Santos et al. (2009) em uma análise 

fitoquímica da casca do caule de A. subincanum verificaram a presença de alcaloides 

indólicos, saponinas, terpenoides, esteroides e taninos, sendo a guatambuina e o ácido oleico 

os constituintes majoritários. 

Entre outras espécies de Aspidosperma que apresentaram estudos fitoquímicos, podem 

ser citados os constituintes químicos da A. illustre, onde foram isolados dois alcaloides 

monoterpenos indólicos, ß-ioimbina e 1,2-dihidroaspidospermidina, além de moléculas de 

triterpenos (BARBOSA et al., 2010). Alcaloides indólicos tipo elipticina e N-metiltetra-

hidroelipticina foram isolados de A. vargasii e a substância aspidocarpina de A. desmanthum 

(HENRIQUE; NUNOMORA e POHLIT, 2010).  

Dois novos alcaloides indólicos com esqueleto plumerano foram obtidos dos extratos 

metanólicos da casca do caule e das sementes de A. spruceanum, o alcaloide spruceanuminas 

A e B (OLIVEIRA et al., 2009b). Da espécie A. excelsum foi isolado da casca da raiz um 

novo alcaloide quaternário denominado excelsinidina (LAYNE et al., 2007). E das cascas de 

A. nitidum foi identificado o alcaloide indólico contendo um sistema 1,2,9-triazabiciclo, 

denominado braznitidumina (PEREIRA et al., 2006b). 

Outros estudos descritos na literatura reúnem compilação de dados em revisões, sobre 

os diferentes tipos de esqueletos de alcaloides indólicos presentes em diversas espécies de 

Aspidosperma. Como o realizado por Guimarães, Braz-Filho e Vieira (2012) que descreveram 

o esqueleto de 35 alcaloides indólicos do tipo plumerano, como inúmeros alcaloides da A. 

cylindrocarpon entre eles, a cilindrocarina, cilindrocarpidina, cilindrocarpinol e outros. Assim 

como, as revisões realizadas por Pereira et al. (2007) e por Oliveira et al. (2009c) sobre os 

alcaloides indólicos de espécies do gênero Aspidosperma referenciados anteriormente neste 

estudo. E recentemente, a revisão de literatura descrita por Aquino et al. (2015) a respeito dos 

alcaloides terpenos do gênero Aspidosperma, relatou sobre a origem biosintética destes na 

planta, a síntese total de vários alcaloides e a sua importância na síntese orgânica e química 

medicinal. Os autores exploraram também, dados relacionados à diversidade estrutural dos 

alcaloides das Aspidosperma e o potencial biológico que estes representam. Bem como, a 

descrição de rotas sintéticas de alcaloides e sua importância para obtenção de substâncias 

químicas, sem a exploração de recursos naturais.  

Apesar da gama de trabalhos na literatura, sobre o isolamento químico de alcaloides 

indólicos das espécies de Aspidosperma, novas estruturas químicas de diferentes classes 

químicas de metabólitos primários e secundários estão sendo identificadas, comprovando a 
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diversidade química destas espécies. Longe de serem esgotados, os estudos sobre o 

isolamento químico e atividade biológica das espécies de Aspidosperma são continuamente 

reportados na literatura. 

 

3.3 - Leishmanioses 

 

As leishmanioses são doenças infecciosas provocadas por diferentes espécies de 

protozoários do gênero Leishmania, e fazem parte das doenças tropicais negligenciadas 

podendo manifestar-se como leishmaniose cutânea, mucocutânea e visceral, levando a 

morbidade e/ou a mortalidade (TIUMAN et al., 2011; ALVAR et al., 2012; CHOUHAN et 

al., 2014; OMS, 2014 e 2015b). Embora, a leishmaniose visceral seja letal se não tratada, a 

leishmaniose cutânea é a forma mais comum da doença, e apresenta variações de 

manifestações clínicas, que podem variar de pequenos nódulos a destruição das mucosas. 

Mais de 700 mil novos casos ano são detectados no mundo para leishmaniose cutânea, sendo 

endêmica em mais de 70 países no mundo, e 75% dos casos ocorrem no Afeganistão, Argélia, 

Brasil, Paquistão, Peru, Arábia Saudita e Síria (TIUMAN et al., 2011; ALVAR et al., 2012; 

SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; CHOUHAN et al., 2014; OMS, 2014 e 2015b). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (2015b) atualmente, as leishmanioses são 

prevalentes nos continentes americanos, africano, asiático e europeu, sendo que 98 países em 

cinco continentes são considerados zonas endêmicas e destes, 76 são países em 

desenvolvimento.  

No Brasil, as leishmanioses são prevalentes em todos os estados, sendo responsáveis 

por altas taxas de mortalidade (GENARO; REIS, 2005). A leishmaniose tegumentar 

americana (cutânea ou mucocutânea) é uma doença endêmica em vários estados do Brasil, 

sendo crescente o número de notificações, atingindo 490.606 casos confirmados de 1980 a 

2001 (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2001). Segundo, o Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2013) a cada ano, 28 mil pessoas são afetadas pela forma cutânea da leishmaniose. 

Por esse motivo, essa doença constitui um problema de saúde pública em diversos estados do 

Brasil, principalmente nas regiões norte e nordeste, onde se encontra o maior número de casos 

(73,6%) (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2001; NEGRÃO e FERREIRA, 2014; 

IPD-FARMA, 2015). 

Apesar, dos números alarmantes de incidência da leishmaniose no mundo, incluindo o 

Brasil como país endêmico da doença, a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2014) julga 

que estes dados são subestimados. Alvar et al. (2012) a partir da atualização da base de dados, 
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sobre leishmanioses no mundo, constatou que a credibilidade do levantamento de dados é 

dúbia, pois as incidências para doenças negligenciadas, como as leishmanioses tem 

distribuição focal em locais remotos, tornando difícil a extrapolação de dados oficiais. 

 

3.3.1 – Ciclo biológico e Formas Evolutivas de Leishmania spp  

 

Os protozoários do gênero Leishmania pertencem ao reino Protozoa, ordem 

Kinetoplastida e família Trypanosomatidae. A espécie que será utilizada neste estudo é a 

Leishmania amazonensis, pertencente ao subgênero Leishmania, e está agrupada no complexo 

L. (L) mexicana. Os parasitos apresentam dois estágios de desenvolvimento distintos, a 

promastigota que se encontra no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado (fêmea de 

flebótomos) e amastigota, formas intracelulares presente no sistema monocítico fagocitário do 

hospedeiro vertebrado (SHAW, 2011; GOTO; LINDOSO, 2012; BRASIL, 2013; REY, 2013; 

RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014). 

Os insetos vetores ou transmissores são conhecidos como flebótomos (ordem díptera, 

família Psycodidae, subfamília Phlebotominae), são as fêmeas do gênero Lutzomia infectadas 

com as formas promastigotas de Leishmania spp., que tem importância epidemiológica no 

novo mundo (Américas) e o gênero Phlebotomus no velho mundo (Europa, Ásia e África). 

Estes recebem várias denominações entre elas, mosquito palha, birigui, tatuquira, asa branca e 

asa dura. A transmissão ocorre porque estes insetos são hematófagos, as fêmeas de 

flebotomíneos infectadas durante o repasto sanguíneo inoculam os parasitos no hospedeiro 

vertebrado. Cerca de 70 espécies de animais, incluindo os humanos, são hospedeiros naturais 

de espécies de Leishmania (MIRANDA; DIAS, 2011; GOTO; LINDOSO, 2012; BRASIL, 

2013; BAHMANI et al., 2014; OMS, 2015b).  

Espécies do gênero Leishmania incluem um vasto número de protozoários unicelulares 

eucarióticos, que apresentam um ciclo celular heteroxênico ou digenético, por alternar o ciclo 

de vida no inseto vetor (formas promastigotas extracelulares) e no hospedeiro vertebrado 

(formas amastigotas intracelulares), este pode ser o homem (ciclo antropozoonótico) ou 

animais silvestres ou domésticos (ciclo zoonótico), ambos são considerados importantes 

reservatórios envolvidos na manutenção do parasito (CUNNINGHAM, 2002; BORGES; 

REIS e BARCINSKI, 2011; BRASIL, 2013; TEIXEIRA et al., 2013; REY, 2013; 

RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014). 
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O ciclo biológico da Leishmania (Figura 4) começa quando a fêmea adulta de 

flebotomíneo realiza o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo 

células (macrófagos teciduais) contendo amastigota, estas no intestino do inseto vetor se 

diferenciam em promastigotas procíclicas (formas com flagelos proeminentes) e por divisão 

binária (metaciclogênese) originam as promastigotas metacíclicas (formas infectivas). Estas 

ficam localizadas na faringe e cavidade bucal (probóscide do inseto), durante um novo repasto 

sanguíneo o inseto vetor regurgita o parasito e este é inoculado em um novo hospedeiro 

vertebrado. Estas promastigotas metacíclicas são capazes de aderir à membrana dos 

macrófagos, por possuírem glicoconjugados e desencadear a fagocitose. As promastigotas 

metacíclicas são fagocitadas especialmente pelos macrófagos teciduais, são incorporados no 

fagolisossomos (vacúolo parasitóforo) e diferenciam-se em amastigotas. No interior do 

vacúolo parasitóforo o pH é ácido, associado à temperatura corporal do mamífero, são fatores 

que influenciam a diferenciação das promastigotas para formas amastigotas, estas se dividem 

por fissão binária intensamente, provocando a lise do macrófago. As amastigotas livres podem 

ser fagocitadas por outros macrófagos. A infecção do inseto vetor (hospedeiro invertebrado) 

ocorre durante o repasto sanguíneo no humano ou animal infectado. Então, as amastigotas são 

diferenciadas em promastigotas no intestino do inseto vetor e reinicia-se um novo ciclo 

(CUNNINGHAM, 2002; KAYE; SCOTT, 2011; TEIXEIRA et al., 2013; REY, 2013; 

RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014). 

As formas evolutivas de Leishmania spp. estão ilustradas na Figura 5, estes protozoários 

apresentam características celulares que são específicos desses micro-organismos 

distinguindo-as das células de mamíferos, como por exemplo, a mitocôndria única, 

ramificada, distribuída por todo corpo celular do parasito, que contém um DNA mitocondrial 

denominado de cinetoplasto (kDNA). Por ser específica destes protozoários, a mitocôndria 

torna-se um alvo terapêutico interessante. Contudo, há várias estruturas e organelas que as 

espécies de Leishmania compartilham com os mamíferos (ADADE; SOUTO-PADRÓN, 

2010; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014). 
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Figura 4 - Ciclo biológico de Leishmania spp. 

 

Legenda: (1) Flebotomíneo fêmea pica mamífero infectado, (2) macrófago infectado com amastigotas, (3) 

amastigotas, (4) promastigota procíclica, (5) promastigota procíclica no intestino médio no inseto vetor, em 

fissão binária, (6) migração das promastigotas procíclicas para o intestino anterior do inseto vetor, (7) 

diferenciação formas promastigotas metacíclicas, (8) promastigotas metacíclicas são regurgitadas durante 

repasto sanguíneo do inseto vetor (9) promastigotas metacíclica (10) promastigotas metacíclica infecta 

macrófagos (11) promastigota metacíclica são diferenciadas em amastigotas (12) amastigotas ligam-se a 

membrana do vacúolo parasitóforo (13) multiplicação das amastigotas no interior do vacúolo parasitóforo 

(14) multiplicação intensa das amastigotas (15) amastigota rompe o macrófago (16) forma amastigota livre 

(17) amastigota infecta outro macrófago. Fonte: a autora, 2015, adaptado de TEIXEIRA et al., 2013  
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A forma promastigota (Figura 5) apresenta corpo alongado, entre 14 e 20 m de 

comprimento, possuem núcleo central arredondado, que se apresenta envolvido pelo retículo 

endoplasmático rugoso, que assim como nas células de mamíferos está relacionado com a 

síntese de proteínas. O cinetoplasto no interior da mitocôndria fica situado próximo à porção 

anterior do corpo do parasito, onde se encontra a bolsa flagelar, uma invaginação da 

membrana plasmática por onde passa o flagelo que emerge do corpo basal, este proporciona 

movimento às promastigotas (REY, 2013; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014). 

 

Figura 5 - Forma evolutiva de Leishmania spp. – promastigota. 

 

Fonte: a autora, 2015, adaptado de TEIXEIRA et al., 2013  
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A forma amastigota (Figura 6) apresenta aspecto ovoide, possui um flagelo curto 

intracelular, alojado no interior da bolsa flagelar, o que impossibilita a mobilização desta 

forma evolutiva. Apresenta núcleo arredondado, envolto por retículo endoplasmático rugoso 

como na forma promastigota. As amastigotas do complexo Leishmania, medem cerca de 3 m 

de comprimento, como a L. amazonensis (REY, 2013). As amastigotas apresentam um 

lisossomo grande, encontrado apenas neste estágio evolutivo, denominado de megassomo, 

esta organela promove a lise de macromoléculas adquirida por endocitose. Os megassomos 

são ricos em proteases de cisteina (UEDA-NAKAMURA; ATTIAS e SOUZA, 2001).  

 

Figura 6 - Forma evolutiva de Leishmania spp. - amastigota. 

 

Fonte: a autora, 2015, adaptado de TEIXEIRA et al., 2013 

 

A versatilidade das formas amastigotas subverte as principais vias de sinalização 

intracelular do macrófago, com isto o parasito consegue se manter e proliferar no interior do 

vacúolo parasitóforo. Os lipofosfoglicanos (glicopepitídeos) promovem a inibição da 

atividade da proteína quinase c, o que acarreta na redução da produção de radicais livres de 

oxigênio. Outros mecanismos de defesa celular também são inibidos, propiciando a infecção 
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que progride despercebida pelo sistema imune (CUNNINGHAM, 2002; BORGES; REIS e 

BARCINSKI, 2011; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014).  

Muitas estruturas citoplasmáticas das Leishmania spp. são responsáveis pela 

manutenção da homeostase do parasito, estas fornecem informações de interesse biológico por 

constituírem prováveis alvos terapêuticos. Como a bolsa flagelar, que é uma estrutura típica 

dos protozoários flagelados e principal local de endocitose e exocitose no parasito, a presença 

de vesículas e túbulos que promove a movimentação da membrana realizam estas funções 

(ADADE; SOUTO-PADRÓN, 2010; ARAÚJO-SANTOS et al., 2014; RODRIGUES; 

GODINHO e SOUZA, 2014).  

As organelas relacionadas com o sistema exocitose e endocitose em Leishmania spp. 

contribuem para sobrevivência deste parasito em diferentes ambientes. Estes parasitos 

possuem também um sistema de túbulos multivesicular que se estendem da porção anterior, a 

partir da bolsa flagelar até a porção posterior do corpo celular. No processo de endocitose, os 

endossomos que se formam juntam-se neste sistema interligado aos lisossomos, formando um 

sistema dinâmico, caracterizado por fluxo contínuo de vesículas no interior do citoplasma do 

parasito (ADADE; SOUTO-PADRÓN, 2010; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014). 

O complexo de Golgi e o retículo endoplasmático rugoso, nos tripanosomatídeos têm a 

mesma estrutura básica que a encontrada em mamíferos (ADADE; SOUTO-PADRÓN, 2010). 

Assim como, os corpos lipídicos responsáveis por estocar e processar lipídios, igualmente 

presentes nas células de mamíferos e nos protozoários. Além de fonte nutricional, os lipídios 

desempenham um papel importante na produção de eicosanoides, durante o processo de 

interação parasito-hospedeiro. E o aumento destes corpos lipídicos na metaciclogênese e nas 

formas amastigotas, sugere que estão envolvidos com fatores de virulência (ARAÚJO-

SANTOS et al., 2014). 

Outra organela presente nos tripanosomatídeos são os acidocalcisomas, estas organelas 

de caráter ácido armazenam cálcio e fósforo, este último na forma de pirofosfato e polifosfato. 

Além de, estocar íons e enzimas relacionados com a regulação do pH e osmoregulação da 

célula. Estas organelas são encontradas também em bactérias e células humanas (DOCAMPO; 

MORENO, 2011).  

Os glicosomos são organelas ligadas à membrana do protozoário, que armazenam 

enzimas da via glicolítica dos tripanosomatídeos. As enzimas presentes nesta organela, que 

participam de diferentes vias metabólicas, são cinética e estruturalmente diferentes daquelas 

presentes em células de mamíferos (ADADE; SOUTO-PADRÓN, 2010; RODRIGUES; 

GODINHO e SOUZA, 2014). 
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A dinâmica das organelas presentes nos tripanosomatídeos são constantemente 

estudadas, do ponto de vista estrutural e cinético, conduzindo a uma melhor compreensão 

destes micro-organismos e sua interação com o hospedeiro vertebrado, contribuindo desta 

maneira para identificação de possíveis alvos terapêuticos. 

 

3.3.2 - Manifestações Clínicas e Diagnósticos  

 

As leishmanioses são causadas por mais de 20 espécies diferentes de Leishmania spp. 

Sendo que, as manifestações clínicas dependem da espécie envolvida e do estado imunológico 

do indivíduo infectado. As três formas básicas de manifestação da doença são, leishmaniose 

visceral (LV), leishmaniose cutânea (LC) e a leishmaniose mucocutânea (LMC). Entre as 

principais espécies causadoras de leishmaniose cutânea no Brasil, estão a L. amazonensis, L. 

braziliensis e L. guyanensis. No velho mundo a principal espécie é a L. major (COSTA, 2011; 

BRASIL, 2013; OMS, 2015b). 

A importância da leishmaniose tegumentar americana (LTA) é não somente pela alta 

incidência e ampla distribuição geográfica, mas porque as lesões podem assumir formas 

destrutivas, desfigurantes e incapacitantes, influenciando de maneira negativa a vida de 

indivíduos infectados (GONTIJO; CARVALHO, 2003). 

A LC e a LMC são modalidades clínicas da leishmaniose tegumentar, de maneira geral 

estas lesões, no Brasil, são de pele e/ou mucosa, podem ser únicas ou múltiplas, a 

característica da lesão é muito variável, sendo inaparentes, discretas, podendo evoluir para 

cura espontaneamente, ou formar várias lesões e até comprometer a mucosa com metástases e 

recidivas (COSTA, 2011). 

A LC é a mais comum das leishmanioses, representa a manifestação clínica mais 

frequente. As lesões são exclusivamente cutâneas e pode evoluir para cicatrização. Iniciam 

como uma lesão eritêmato-papulosa, evoluindo para pápulo-pustulosa, em seguida forma uma 

úlcera-crostosa e podem evoluir para úlceras com aspectos circulares, bordas infiltradas, em 

moldura, indolores e fundo com granulações grosseiras. Ocorrem mais comumente nas partes 

expostas do corpo, como braços, pernas, pescoço e cabeça. Normalmente, ocorrem em 

pequenos números, raramente são numerosas (até 2% dos casos de LTA), e quando ocorrem 

são caracterizada por leishmaniose cutânea disseminada, as espécies L. braziliensis e L. 

amazonensis são também as causadoras da forma disseminada. A regressão das lesões deixam 

cicatrizes. O período de incubação é variável, pode levar 30 dias, ou até anos 

(CUNNINGHAM, 2002; COSTA, 2011; BRASIL, 2013). 
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A forma cutânea difusa (LCD), no Brasil, é causada pela L. amazonensis, esta forma é 

rara e grave, ocorre em indivíduos alérgicos, com deficiência específica na resposta imune 

celular a antígenos de Leishmania, sendo a resposta terapêutica falha (GOTINJO; 

CARVALHO, 2003; COSTA, 2011; BRASIL, 2013). 

A forma da leishmaniose mucocutânea, é principalmente causada pela L. braziliensis na 

América do sul, contudo, já foram relatados casos onde evidenciou a presença da L. 

amazonensis e L. guyanensis. Ao contrário da LCD, a LMC se caracteriza pela exacerbação 

da resposta imunológica, por haver um exagero na resposta celular antileishmania. Este é um 

fator pelo qual ocorre a destruição do tecido, onde houver partículas de antígeno. As 

características clínicas desta infecção são a cronicidade e metástase em mucosas, que 

conduzem a desfiguração da região acometida no indivíduo. Pois, acometem a região do nariz, 

boca, olhos, podendo atingir a faringe e laringe. Este tipo de lesão não regride de forma 

espontânea e as recidivas são frequentes. Há suposições de que a infecção para mucosa sejam 

resultados da disseminação linfática ou hematogênica das amastigotas da pele, para a região 

naso-orofaríngea. Contudo, este mecanismo não está esclarecido (COSTA, 2011; BRASIL, 

2013). 

A forma clínica da leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar é 

considerada a mais importante, porque se não tratada pode ser letal. Entre as manifestações 

clínicas observa-se febre irregular, esplenomegalia, anemia e em estágio avançado caquexia, 

apresenta altas taxas de mortalidade. Sendo a febre o sintoma mais notável seguido da 

esplenomegalia, como segunda manifestação clínica mais importante. As principais espécies 

são L. donovani, no velho mundo e no novo mundo L. infantum e L. chagasi. Estes 

protozoários possuem tropismo visceral, as amastigotas vivem em células do sistema 

fagocítico mononuclear nas células de Kupffer, no fígado, em células do baço e da medula 

óssea. Podem infectar também os rins, pulmões e pele, e na corrente sanguínea, podem ser 

encontradas amastigotas em monócitos (REY, 2013; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 

2014). Existe uma forma dermal de leishmaniose pós-calazar, tem aparência de uma mácula, 

pápula ou rash nodular, que acomete a face, troncos de indivíduos recuperados da LV, podem 

aparecer de seis meses a um ano após a aparente cura (BRASIL, 2013; RODRIGUES; 

GODINHO e SOUZA, 2014). 

O diagnóstico clínico da LTA pode ser realizado com base nas características da lesão, 

associados à anamnese. O diagnóstico laboratorial pode ser realizado mediante a pesquisa do 

parasito, diagnóstico imunológico ou molecular (GONTIJO; CARVALHO, 2003; REY, 2013; 

BRASIL, 2013). 
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A pesquisa do parasito por método parasitológico é realizado por microscopia, a partir 

da visualização direta do parasito coletado de fluídos ou nas lesões do individuo infectado. Os 

procedimentos consistem de escarificação, biópsia e punção aspirativa. Quanto mais crônico 

for o processo, mais difícil de encontrar o parasito nas lesões. Pode-se também realizar o 

isolamento em cultivo in vitro. O exame imunológico do teste intradérmico da Leishmania, 

conhecido como Intradermoreação de Montenegro (IDRM), que se fundamenta na resposta de 

hipersensibilidade celular tardia. A leitura é visualizada após a inoculação do antígeno de 

Leishmania na derme do paciente, em casos positivos há formação de pápula no local da 

inoculação. Este ensaio é muito empregado na rotina laboratorial (GONTIJO; CARVALHO, 

2003; REY, 2013; BRASIL, 2013). 

Exames moleculares, como a reação em cadeia da polimerase (PCR – Polymerase 

Chain Reaction) vêm sendo utilizado para fins de pesquisa. Mas, na rotina é muito pouco 

usado, em virtude do alto custo, embora, a sensibilidade dos métodos parasitológicos 

tradicionais seja aumentada quando se acrescenta esta técnica (GONTIJO; CARVALHO, 

2003; GOTO; LINDOSO, 2012; REY, 2013; BRASIL, 2013). 

 

3.3.3 - Terapia Medicamentosa das Leshmanioses e Uso de Substâncias 

Combinadas 

 

A terapia medicamentosa das leishmanioses é um desafio a ser superado, devido às 

poucas opções terapêuticas utilizadas a mais de seis décadas no mundo. E por se tratarem de 

doenças negligenciadas, que acometem, sobretudo, pessoas de baixa renda que residem em 

países em desenvolvimento, o interesse na inovação de fármacos pela indústria farmacêutica é 

subestimado. Além, da ocorrência de cepas resistentes que conduz a falha na terapia, e pode 

ser desencadeada, entre outros motivos, pela desistência dos pacientes ao tratamento, devido a 

gama de efeitos colaterais provocados pelos medicamentos (LIMA et al., 2007; GOTO ; 

LINDOSO, 2012; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; JAIN; JAIN, 2013). 

O que há na terapêutica como fármacos de primeira escolha são os antimoniais 

pentavalentes representados pelo Glucantime
®

 - (52) (antimoniato de N-metilmeglumina) no 

Brasil, e o Pentostan
®
 - (53) (estibogluconato de sódio) nos Estados Unidos da América 

(MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013). 
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A administração destes medicamentos é por via intramuscular, endovenosa ou via 

intralesional. Embora, os antimoniais sejam utilizados para todas as formas da leishmaniose, a 

forma mucocutânea tem resposta mais lenta e maior chances de recidivas. Para exercer a 

atividade leishmanicida sobre as formas amastigotas, os antimoniais pentavalentes (Sb
5+

) são 

reduzidos a antimoniais trivalentes (Sb
3+

). O mecanismo de ação não é bem esclarecido, mas 

sabe-se que estes interferem na atividade das vias glicolíticas e oxidativa dos ácidos graxos do 

parasito (MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013). 

Os antimoniais apresentam efeitos colaterais como artralgia, mialgia, inapetência, 

cefaleia, febre, vômitos, tontura e edema no local da aplicação. Sendo limitante o seu uso, em 

função dos efeitos adversos relacionados à cardio, nefro e hepatotoxicidade. Sendo que, o 

esquema terapêutico envolve o deslocamento do paciente a unidade de saúde, diariamente por 

no mínimo 20 dias, dependendo da forma da leishmaniose e se não houver cicatrização, após 

três meses do término do tratamento, o mesmo pode ser repetido por mais 30 dias. Por serem 

abortivos, estes fármacos não devem ser administrados em gestantes (GONTIJO; 

CARVALHO, 2003; MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013). 

Quando não há resposta satisfatória com os antimoniais ou na impossibilidade de uso 

destes, deve-se recorrer aos medicamentos de segunda escolha, como a anfotericina B (54) ou 

o isotionato de pentamidina (55) (BRASIL, 2013). 
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A anfotericina B é um antimicrobiano poliênico, utilizado como antifúngico em 

infecção sistêmica. Nas Leishmania spp. age no ergosterol presente na membrana 

citoplasmática do parasito, interferindo na permeabilidade e influxo de íons, têm ação 

leishmanicida sobre as formas promastigotas e amastigotas. A via de administração é 

endovenosa. Em caso de gestantes infectadas com Leishmania spp. anfotericina B é o 

tratamento de primeira escolha. Apresenta efeitos colaterais, sendo os mais comuns: náuseas, 

vômitos, febre, hipopotassemia, insuficiência renal, anemia, alterações cardíacas e flebite no 

local da aplicação. Por isto, faz-se necessário o monitoramento semanal de enzimas hepáticas, 

função renal e dosagem de potássio sérico, além de eletrocardiogramas (FILIPPIN; SOUZA, 

2006; MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; 

BRASIL, 2013). 

As formulações lipídicas da anfotericina B, conhecida como antofericina B lipossomal 

apresenta maior concentração hepática e esplênica do que a forma livre. Componentes 

lipídicos da anfotericina lipossomal ligam-se aos macrófagos. No Brasil, este fármaco é 

utilizado para o tratamento da LV. Para o uso em LT não há registro no Brasil, logo é 

considerada um fármaco “off label”, quando o uso do fármaco não consta na bula ou não foi 

aprovado por órgão competente, sendo prescrito por conta e risco do médico. Contudo, há 

relatos na literatura que o uso em LT é consistente, mas este medicamento apresenta alto 

custo, e não é ausente de efeitos colaterais. Embora, estes sejam menos intensos que a 

anfotericina B livre, os mais comuns para a forma lipossomal são: febre, cefaleia, vômitos, 

tremores, calafrios, dor lombar e flebite no local da infusão (MOURA; DE JESUS e 

ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013). 

As pentamidinas são diaminas aromáticas, utilizadas como segunda escolha em áreas 

endêmicas dos continentes americanos, asiático e africano. A pentamidina interfere na síntese 

do DNA, modificando a morfologia do cinetoplasto e fragmenta a membrana da mitocôndria, 

da Leishmania, levando a morte do parasito. A via de administração é intramuscular profunda. 

As reações adversas mais comuns são: dor, endurecimento e abscesso estéril no local de 

aplicação, náuseas, vômitos, dor epigástrica, cefaleia, hipotensão, hipoglicemia e mialgias 

(MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; REY, 2013; 

BRASIL, 2013). 

A paromomicina (56) é um antimicrobiano aminoglicosídeo, em Leishmania spp. 

interfere na atividade da mitocôndria. Ela é utilizada intramuscular contra LV e topicamente 

para tratar leishmaniose tegumentar (LT) no velho mundo, não sendo utilizada no novo 

mundo para o tratamento tópico de LT, exceto em caso de acometimento da mucosa por L. 
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braziliensis. A resposta da paromomicina frente à LT altera em função do parasito e da lesão 

(MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011). Os efeitos colaterais deste fármaco são 

principalmente nefro e ototoxicidade (LIMA et al., 2007). 
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Desenvolvido como fármaco anticancerígeno a miltefosina (57) (hexadecilfosfocolina), 

uma alquilfosfocolina, que atua sobre as espécies de Leishmania provavelmente por interferir 

nas membranas lipídicas, interagindo com fosfolipídeos e esteróis. Estudos apontam que, a 

estrutura química da miltefosina possuiu alta afinidade por membranas, esta também alterou o 

funcionamento mitocondrial, conduzindo o parasito à morte celular. Contudo, o mecanismo 

de ação exato ainda não foi esclarecido (LIMA et al., 2007; SINGH; KUMAR e SINGH, 

2012; REY, 2013). Estudos recentes demonstraram que a miltefosina agiu em L. infantum por 

promover alterações no metabolismo de lipídios internos neste parasito (VINCENT et al., 

2014). Outro estudo, da miltefosina contra L. amazonensis apontou um aumento na dinâmica 

de lipídios e proteínas de membrana citoplasmática, em concentrações próximas a dose 

citotóxica (BUSTOS et al., 2014; MOREIRA et al., 2014). 
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A miltefosina foi o primeiro fármaco antileishmania de uso oral, selecionada em maio 

de 2005 na Índia, Nepal e Bangladesh para o tratamento da LV, com altas taxas de cura 

(superior a 90%), porém apresenta tempo de meia-vida de 152 horas, o que torna propício o 

desenvolvimento de cepas resistentes. Os efeitos colaterais mais comuns são náuseas, 

vômitos, sendo a teratogenicidade seu efeito adverso limitante para administração em grávidas 

(LIMA et al., 2007; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; REY, 2013; MOREIRA et al., 2014; 

KAUR et al., 2015). 

A agência norte americana, Food and Drug Administration (FDA), em março de 2014 

aprovou a miltefosina (Impavido
®
) para o tratamento das três formas de leishmanioses (FDA, 
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2014). Altas taxas de cura também são demonstradas para a miltefosina no tratamento de LC e 

LMC (COELHO et al., 2014; MOREIRA et al., 2014). 

Vários fatores estão relacionados às dificuldades no controle e erradicação das 

leishmanioses, como falhas dos tratamentos medicamentosos, devido ao uso extensivo, 

abandono do tratamento pelo paciente, os efeitos colaterais, além da ausência de vacinas, falta 

de políticas públicas efetivas e do controle da disseminação do parasito e vetores (ALVIANO, 

et al., 2012; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; CHOUHAN et al., 2014). 

O desenvolvimento de estratégias novas e eficazes é um dos requisitos para conter o 

avanço da resistência aos fármacos por protozoários como a Leishmania, devido à 

versatilidade do parasito, bem como para diminuir os efeitos colaterais da medicação, 

diminuição de custos e facilidade nas práticas terapêuticas, com o intuito de melhorar a adesão 

dos pacientes ao tratamento. Estas precisam ser prioridades na pesquisa para inovação e 

obtenção de medicamentos, sobretudo, para doenças negligenciadas como as leishmanioses. 

A combinação de fármacos tem se tornado uma alternativa eficaz, para conter em 

especial a resistência do parasito aos fármacos e diminuir os efeitos colaterais. 

Na literatura há relatos de ensaios clínicos da associação de fármacos com antimoniais 

pentavalentes, a fim de, conter as falhas na terapêutica, como por exemplo, a combinação de 

antimonial e alopuridol (hipouricemiante), antimonial e imiquimod (imidazoquinolina – uso 

tópico), contra LV, LC e LMC. Contudo, é necessário que haja uma eficácia acima de 80% da 

combinação para que a modificação da terapia seja aceita (LIMA et al., 2007; MOURA; DE 

JESUS e ALMEIDA, 2011).  

De acordo, com Chou (2010) a combinação de fármacos visa o efeito terapêutico 

sinérgico, que apresenta vantagens como melhora da eficiência quando os fármacos são 

associados, em relação quando a eles isolados. Além, da redução do tempo de terapia, 

diminuição ou atraso no desenvolvimento de resistência, por atuar em múltiplos alvos 

terapêuticos simultaneamente, amenização dos efeitos colaterais, com isto, espera-se melhorar 

a aderência do paciente ao tratamento e reduzir custos. 

O uso de terapias combinadas é utilizado há tempos em certas patologias, em especial as 

relacionadas com agentes infecciosos como vírus, bactérias e fungos. Como por exemplo, no 

tratamento da tuberculose e da síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA). Outras 

doenças, também são tratáveis com o uso de medicamentos associados, como o diabetes 

mellitus, hipertensão e cânceres. Todas consideradas patologias complexas, cujo tratamento 

monoterâpico não é eficaz (POURKAVOOS, 2012). 
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Vários estudos da combinação de fármacos, utilizados em favor do tratamento de 

leishmanioses, tem mostrado resultados convincentes e promissores para o futuro. Como 

exemplo, o uso de imunomoduladores (Interferon gama – IFN-) que atuam diretamente sobre 

macrófagos, e aumentam a eficácia do antimonial sobre LV, outro imunoadjuvante o 

pricolive
®
 associado com miltefosina e paromomicina resultou em aumento da eficácia 

antileishmania (JAIN; JAIN, 2013). Santarem et al. (2014) evidenciaram a eficácia da 

associação da miltefosina com a pentoxifilina (metilxantina) para o tratamento da 

leishmaniose cutânea e os resultados foram melhores quando os fármacos foram combinados 

do que quando utilizada apenas a miltefosina.  

A combinação ou associação de fármacos é um processo multifatorial, que culmina para 

o desenvolvimento de uma nova terapia, que deve ser mais eficaz que o uso dos fármacos 

sozinhos. Contribuindo também, para a gestão do ciclo de vida de fármacos e novas entidades 

químicas, neste caso maximizando os resultados comerciais do produto (POURKAVOOS, 

2012). 

 

3.3.4 - Morte Celular 

 

A morte celular programada (MCP) é controlada por genes repressores e ativadores, que 

definem os eventos que estão relacionados neste tipo de morte celular. Quando se referem aos 

protozoários, parasitos unicelulares, como as espécies de Leishmania, a indução de morte 

celular de determinado número de parasitos pode ser altruísta, como forma de autocontrolar a 

população celular e evitar a morte do hospedeiro, ou em função da disponibilidade de 

alimentos. As interações entre subpopulações diferentes são fundamentais para a viabilidade 

da população do parasito, a fim de, proteger e perpetuar o seu genoma. Neste caso, a morte 

programada pode representar vantagens seletivas para micro-organismos unicelulares 

(BORGES; REIS e BARCINSKI, 2011; JAIN, et al., 2013). 

Apesar, da complexidade dos fenômenos fisiológicos que envolvem os processos de 

morte celular, estes podem ser divididos em três tipos, morte celular programada por 

apoptose, autofagia ou necrose. São caracterizados por eventos bioquímicos e alterações 

morfológicas, que contribuem para diferenciação dos tipos de morte celular. Dependendo dos 

fatores que induzirem as alterações, pode haver predominância de um ou mais tipos de MCP 

(CLARKE, 1990; KROEMER et al., 2009). 

A MCP por apoptose é caracterizada por redução do volume celular, fragmentação do 

DNA, condensação da cromatina, arredondamento celular, com discreta ou nenhuma 
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modificação ultraestrutural de organelas citoplasmáticas. Há manutenção da integridade da 

membrana citoplasmática até o processo final, sem liberação do conteúdo citoplasmático no 

meio extracelular. Entretanto, há perda de assimetria da membrana citoplasmática com 

externalização da fosfatidilserina, esta molécula é considerada patognomônica de células em 

processos apoptóticos, e é reconhecida por células fagocíticas. Ocorre também, alteração 

mitocondrial, como despolarização do potencial transmembrana da mitocôndria (m), e 

formação de blebs de membrana (KROEMER et al., 2009; JIMÉNEZ-RUIZ et al., 2010; 

BORGES; REIS e BARCINSKI, 2011). 

A autofagia é considera um processo crucial para a célula, com a função primária de 

manter a homeostasia celular em condições de degradação e remodelação da célula. Contudo, 

se o estímulo destrutivo for contínuo, a MCP por autofagia é ativada, resultando em alterações 

que conduzem a morte da célula (BRENNAND et al., 2011). Morfologicamente a MCP por 

autofagia pode ser definida como, um tipo de morte celular que ocorre na ausência de 

condensação da cromatina e acompanha vacuolização intensa no citoplasma. Ao contrário da 

apoptose, onde as células estão associadas com fagocitose, células em morte por autofagia tem 

pouco ou nenhuma relação com fagócitos. A autofagia é denominada um processo de 

reciclagem, neste processo formam-se os autofagossomos ou vacúolos autofágicos, estes 

apresentam membranas duplas. A membrana externa do autofagossomo funde-se com a 

membrana do lisossomo, formando o autolisossomo, as vesículas presentes no interior do 

lúmem do lisossomo são chamadas de corpos autofágicos, que são degradadas por hidrolases 

lisossomais. Os produtos da degradação são conduzidos de volta ao citosol, via membrana 

lisossomal. Esta via autofágica é a mais comum, sendo denominada macroautofagia, não é 

seletiva, assim como a via microautofágica. Nesta última, os constituintes citoplasmáticos são 

apanhados diretamente pelos lisossomos, através das membranas desta organela (KROEMER 

et al., 2009; BRENNAND et al., 2011; JAIN et al., 2013). 

A MCP por necrose também conhecida por morte celular citoplasmática, é 

morfologicamente caracterizada pelo aumento do volume celular, edema de organelas, como 

dilatação da mitocôndria, retículo endoplasmático e complexo de Golgi. A evidência clássica 

de morte por necrose é a ruptura da membrana citoplasmática com perda do conteúdo 

intracelular, este evento ocorre de forma precoce na célula. Ocorre também a presença de 

vacuolização citoplasmática. Estas alterações são mediadas por vias de transdução de sinais e 

mecanismos catabólicos. Alguns autores denominam de necroptose, a necrose que ocorre de 

forma regulada, e não acidental (FESTJENS; BERGHE e VANDENABEELE, 2006; 

KROEMER et al., 2009; JIMÉNEZ-RUIZ et al., 2010; JAIN, et al., 2013).  
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4 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 - ESTUDO QUÍMICO 

 

4.1.1 - Coleta e Processamento do Material Vegetal  

 

As cascas do caule, o caule, as folhas e os galhos de A. macrocarpon Mart., e a raiz, 

cascas da raiz, caule e cascas do caule de A. tomentosum Mart. foram coletadas em novembro 

de 2007 na cidade de Planaltina – GO – Brasil (15° 27′ 10″ Sul, 47° 36′ 50″ Oeste) e os frutos, 

flores, raízes, cascas da raiz, caule e cascas do caule de A. pyrifolium Mart., foram coletadas 

outubro de 2001 em São José da Tapera – AL (9° 33′ 28″ Sul, 37° 22′ 51″ Oeste). 

As espécies foram identificadas pelo botânico Dr. JE de Paula, da Universidade de 

Brasília (UnB), onde uma exsicata de cada espécime está depositada. Número das exsicatas: 

A. macrocarpon: n. JEP3767 (UnB); A. tomentosum n. JEP 3732 (UnB); A. pyrifolium - n. 

JEP 3686 (UnB). 

O material coletado foi seco em estufa de ar circulante (Marconi
®

) a temperatura média 

de 45 ºC, durante 72 horas e moído em moinho de facas (Marconi


 TE 048), na sequência foi 

devidamente acondicionado em lugar fresco e escuro para utilização na preparação dos 

extratos.  

O processamento do material vegetal e a preparação dos extratos brutos foram 

conduzidos no Laboratório de Pesquisa em Recursos Naturais - LPqRN, do Instituto de 

Química e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas – UFAL, co-ordenado 

pelo prof. Dr. Antônio Euzébio Goulart Sant
’
Ana.  

 

4.1.2 - Técnicas Cromatográficas 

 

Os eluentes utilizados para cromatografia em coluna (CC), camada delgada (CCD) e 

camada delgada preparativa (CCDP) foram de grau P.A. (Synth


, Nuclear


, Merck


). 

As frações obtidas por cromatográfica em coluna, em ordem crescente de polaridade, 

foram secas a temperatura ambiente em capela de exaustão, sob ventilação forçada. Após, 

foram analisadas em CCD para verificação qualitativa das amostras, posteriormente 

submetidas às análises espectrométricas. Para eliminação dos solventes de volumes maiores 

foi utilizado rota-evaporador modelo R-114 (BÜCHI
®

) e sistema de congelamento em 

nitrogênio líquido, seguido de liofilização em liofilizador – modelo: 1-2 CHRIST’ALPHA
®
, 
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após a secagem as amostras foram armazenadas em recipientes fechados e mantidas em 

freezer. 

 

4.1.2.1 - Cromatografia em Coluna (CC) de Adsorção à Pressão Negativa 

 

Foi utilizada uma coluna de vidro com 6,0 cm de diâmetro e 40,0 cm de comprimento, 

acoplada a Kitasato e este conectado a uma bomba de vácuo. Como fase estacionária foi 

utilizada sílica gel 60 com 70-230 mesh (63 a 230 m) (MERCK


), e como fase móvel 

solvente puro ou misturas binárias. As frações foram eluídas na CC pelos solventes em escala 

eluotrópica.  

 

4.1.2.2 - Cromatografia em Coluna (CC) de Adsorção - “Flash” 

 

Foram utilizadas colunas de 2,0 cm de diâmetro por 40,0 cm de comprimento e de 1,5 

cm de diâmetro por 30 cm de comprimento, acopladas a aparelho de ar comprimido – pressão 

positiva. Para a fase estacionária foi utilizada sílica gel 60 de 230-400 mesh (63 a 37 m) 

(MERCK


), na eluição foram empregadas fases móveis com solvente puro, misturas binárias, 

variando as proporções do gradiente em escala eluotrópica. As frações foram coletadas em 

tubos de ensaio. 

 

4.1.2.3 - Cromatografia em Camada Delgada - CCD 

 

Para realização das análises em CCD foram utilizadas cromatoplacas pré-fabricadas de 

alumínio com sílica gel 60 GF254 (MERCK


) 20,0 x 20,0 cm com 0,2 mm de espessura 

(MERCK


). Após, aplicação e eluição das amostras nas placas, as mesmas foram visualizadas 

em câmara com lâmpada de ultravioleta (UV) em 254 e 366 nm, em seguida foram reveladas 

com reativo de Dragendorff
1
, solução de anisaldeído

2
, ou de vanilina sulfúrica

3
e/ou reagente 

                                                 
1
 Dissolveu-se 5 g de carbonato de bismuto (INLAB

®
) em 50 mL de água, após adicionou-se cuidadosamente 

ácido clorídrico concentrado (SYNTH
®
), após foi acrescentado gradativamente o iodeto de potássio (SYNTH

®
), 

após completa dissolução, foi completado o volume para 100 mL com água. Fonte: SBF, (2014). 
2
 Foi adicionado 0,5 ml de anisaldeído (NEON

®
) em 9 mL de etanol (95%), 0,5 mL de ácido sulfúrico 

concentrado (SYNTH
®
) e 0,1 mL de ácido acético glacial (SYNTH

®
). Fonte: Chaves, 1997. 

3
 Foi adicionadao 1 g de vanilina (SYNTH

®
) em etanol (SYNTH

®
) q.s.p. 100 mL, e 10 mL de ácido sulfúrico 

(SYNTH
®
) em etanol q.s.p. 100 mL, sob banho de gelo, foi aplicado 1:1 (vanilina:ácido sulfúrico – v/v). 

Fonte:Wagner e Bladt, 1996. 
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NP-PEG
4
. As placas foram aquecidas em estufa a 110 ºC, para visualização de bandas, 

exceção para o reativo de Dragendorff, onde as bandas aparecem imediatamente ao aplicar o 

reagente. Como fase móvel foram utilizados solventes puros e misturas binárias ou terciárias 

de polaridades e proporções diferentes, e as suas relativas mobilidades foram expressas pelo 

fator de retenção (Rf), como base para estabelecer o melhor sistema eluente.  

 

4.1.2.4 - Cromatografia em Camada Delgada Preparativa – CCDP 

 

A cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi realizada em cromatoplaca 

pré-fabricada sobre suporte de vidro com sílica gel 60 GF254 (20,0 x 20,0 cm) com 1,0 mm de 

espessura (MERCK


). As amostras aplicadas não ultrapassaram 50 mg/placa.  

O procedimento foi realizado segundo descrito por Hostettmann; Marston e 

Hostettmann (2001). 

 

4.1.3 – Métodos Espectroscópicos 

 

Para a obtenção dos espectros na região do infravermelho (IV) as amostras foram 

preparadas em pastilha de KBr, em um espectrômetro BOMEM-MV 100 (Hartmann & Braun 

– Michelson
®
), na região de 400 a 4000 cm

-1
. 

Os espectros de RMN de 
1
H e 

13
C foram obtidos em aparelho Mercury Plus da Varian

®
, 

operando a 300,06 MHz para o núcleo de 
1
H e a 75,45 MHz para o de

13
C, e em dois 

espectrômetros Bruker
® 

Avance III HD, um operando a 500,13 MHz para o núcleo de
1
H e a 

125,75 MHz para o de 
13

C. Foram utilizados os solventes deuterados de metanol (CD3OD) e 

clorofórmio (CDCl3), ambos da Sigma-Aldrich
®
. O deslocamento químico dos picos foram 

dados em ppm tendo como padrão interno o tetrametilsilano (TMS) ou o sinal residual do 

solvente como referência. Foram também obtidos espectros de DEPT (Distortionless 

Enhancement by Polarization Transfer) e bidimensionais de COSY (Correlated 

Spectroscopy), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence), HSQC (Heteronuclear 

Single Quantum Coherence).  

Os espectrômetros foram utilizados no Complexo de Centrais de Apoio à Pesquisa – 

COMCAP - da Universidade Estadual de Maringá – UEM – PR. 

  

                                                 
4
 O reagente consiste do NP - difenilboriloxietilamina 1,0% (SIGMA-ALDRICH

®
) em metanol (SYNTH

®
), 

seguida de solução de PEG-polietilenoglicol 4000 (SIGMA-ALDRICH
®
). Fonte: Wagner e Bladt,1996. 
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4.1.4 – Extração e Fracionamento da Espécie A. macrocarpon 

 

Foi utilizado o processo de percolação, em percolador de aço inoxidável com etanol 

95% (grau comercial), em três ciclos de 72 h cada, com o pó dos galhos (1,2 kg), das folhas 

(1,6 kg), da casca do caule (4,0 Kg), e do caule (3,5 kg) de A. macrocarpon, o procedimento 

foi conduzido em temperatura ambiente (27  1 ºC). Após, a solução etanólica foi concentrada 

sob pressão reduzida a 40 ºC em aparelho rota-evaporador, fornecendo os extratos brutos 

etanólicos de A. macrocarpon: dos galhos (AM1 - 187,10 g), das folhas (AM2– 436,00 g), da 

casca do caule (AM3 - 507,00g), e do caule (AM4 – 560,00 g) (Fluxograma 1). Os 

fracionamentos foram realizados com solventes (hexano, clorofórmio, diclorometano, acetato 

de etila, metanol, ácido clorídrico) grau P.A. ou obtidos por destilação no laboratório. 

A partir, do extrato bruto etanólico do caule (AM4) de A. macrocarpon foram 

realizadas partições (Fluxograma 1). Parte do extrato bruto etanólico (115 g) foi solubilizada 

em 500 mL de metanol/água (3:2 – v/v) realizou-se a partição com hexano (500 mL), deste 

procedimento obteve-se a fração hexânica (AM4F.H – 7,8 g). Da fração metanol/água (3:2 – 

v/v) (AM4F.M. – 14,5g) realizou-se mais três partições: em clorofórmio, acetato de etila, e 

outra em butanol, originando as seguintes frações: fração clorofórmica (AM4F.C. - 52,15 g), 

fração acetato de etila (AM4F.A. – 2,7 g), e fração butanólica (AM4F.B. – 28,7g), 

(Fluxograma 1). 

O extrato bruto etanólico do caule (AM4) de A. macrocarpon foi submetido à extração 

ácido/base para obtenção de alcaloides (HENRIQUES et al., 2007). Para esta extração foram 

utilizados 15 g do extrato bruto etanólico, obtendo-se 0,892 g de fração alcaloídica 

(AM4F.ALC.).  

As frações obtidas da extração ácido/base, também foram separadas para realização dos 

testes antimicrobianos (Fungos e Bactérias), como o precipitado da fração orgânica 

(AM4F.O.1.- 5,00 g), o sobrenadante da fração orgânica (AM4F.O.2.- 5,00 g) e a fração 

aquosa (AM4F.AQ – 3,50 g), todos obtidos da extração de alcaloides do extrato bruto 

etanólico do caule (AM4) de A. macrocarpon (Fluxograma 2). Os solventes foram removidos 

das frações através de rota-evaporação, sob pressão reduzida a 40 ºC. Os volumes menores de 

frações foram secos em capela de exaustão, a temperatura ambiente. Os volumes maiores, 

após rota-evaporação foram congelados em nitrogênio líquido e em seguida liofilizados 

(Liofilizador – Modelo 1-2 CHRIST’ALPHA
®

). Depois de secos, os extratos e frações foram 

armazenados em frascos de vidro hermeticamente fechado e permaneceram em freezer. As 
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pesagens dos extratos e frações foram realizadas em balanças eletrônicas: analítica 

(Shimadzu
®
 - Modelo AX 200) e semianalítica (Bel

®
). 
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Fluxograma 1 - Procedimento de obtenção dos extratos brutos (EB) da casca do caule, do caule, folhas e dos galhos da espécie vegetal A. 

macrocarpon e partição do extrato bruto etanólico do caule (AM4) desta espécie. 

 

 
 

Fonte: a autora, 2015. 
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Fluxograma 2 - Fracionamento do extrato bruto (EB) etanólico do caule (AM4) de A. macrocarpon para obtenção da fração alcaloídica. 

 

 
 

Fonte: a autora, 2015. 
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4.1.5 - Extração da Espécie A. tomentosum 

 

O pó da casca do caule (3,6 kg), cascas da raiz (2,4 kg), caule (3,0 kg) e raiz (2,0 kg) de 

A. tomentosum Mart., foram submetidos à extração por percolação com etanol 95% (grau 

comercial), a temperatura ambiente (27  1 ºC), em três ciclos de 72 h cada. 

A solução etanólica foi concentrada sob pressão reduzida a 40 ºC em aparelho rota-

evaporador, para remoção do solvente, fornecendo os respectivos extratos brutos etanólico de 

A. tomentosum: casca da raiz (AT1– 230,60 g), casca do caule (AT2 - 316,50 g), caule (AT3– 

320,40 g) e raiz (AT4– 250,80 g). Neste trabalho, para a espécie A. tomentosum foram 

utilizados nos ensaios microbiológicos apenas os extratos brutos (Fluxograma 3). O 

procedimento de extração, secagem e armazenamento dos extratos foi igual ao descrito no 

item 4.1.4. 

 

4.1.6 - Extração e Fracionamento da Espécie A. pyrifolium 

 

Os extratos brutos etanólicos da A. pyrifolium foram obtidos a partir da casca do caule 

(3,00 kg) (AP3 – 150 g), do caule (2,80 kg) (AP4– 150 g), da casca da raiz (1,00 kg) (AP9– 

70 g), da raiz (1,50 kg) (AP12– 80 g), da flor (0,20 kg) (AP11– 10,00 g) e do fruto (0,50 kg) 

(AP10– 25,00 g) (Fluxograma 4). O processo para obtenção destes extratos foi realizado em 

aparelho de Soxhlet (sistema de extração fechado a quente), em etanol 95% (grau comercial), 

exaustivamente por 72 h, a solução etanólica foi concentrada sob pressão reduzida, a 40 ºC 

em aparelho rota-evaporador (Fluxograma 4). 

O extrato bruto etanólico da casca do caule de A. pyrifolium foi dissolvido em metanol 

(300 mL) e água (450 mL), da mistura (fração hidrometanólica) resultante foi realizada uma 

partição com acetato de etila. A fração acetato de etila (AP1 – 91 g) e hidrometanólica (AP2 – 

55 g) foram concentradas sob pressão reduzida em rota-evaporador a 40 ºC (Fluxograma 5). 
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Fluxograma 3 - Procedimento de obtenção dos extratos brutos (EB) da casca do caule, do caule, das cascas da raiz e da raiz da espécie vegetal A. 

tomentosum. 

 

 

 
 

Fonte: a autora, 2015. 
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Fluxograma 4 - Procedimento de obtenção dos extratos brutos (EB) da casca do caule, do caule, das cascas da raiz, da raiz, dos frutos e das 

flores da espécie vegetal A. pyrifolium. 

 

 

 
 

Fonte: a autora, 2015. 
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Fluxograma 5 - Procedimento de fracionamento da casca do caule (AP3) e do caule (AP4) da espécie vegetal A. pyrifolium, e procedimento para 

obtenção da fração alcaloídica do caule de A. pyrifolium. 

 

 

Fonte: a autora, 2015. 
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Para o fracionamento do extrato bruto etanólico do caule (AP4) de A. pyrifolium 

primeiro realizou-se a partição, o extrato bruto etanólico (AP4) foi solubilizado em água e 

submetido à partição com acetato de etila e butanol, deste processo foram obtidas as frações: 

acetato de etila (AP5 – 89,00 g), butanólica (AP6 – 10,00 g) e aquosa (AP7 – 50,00 g) 

(Fluxograma 5). A partir da fração AP5 (40,00 g), foi realizada a extração para alcaloides 

(HENRIQUES et al., 2007). Após, a solubilização em clorofórmio e extração com HCl 0,1 N 

foram obtidas as frações orgânicas (AP5-FO– 21,50 g) e a fração ácida (AP8– 19,20 g) da 

extração para alcaloides. Depois, foi realizada a basificação com Na2CO3, seguida de nova 

extração em clorofórmio, onde se obteve as frações: alcaloídicas (AP5.ALC. – 4,30 g) e a 

aquosa (AP5.AQ.– 17,00 g) do caule de A. pyrifolium (Fluxograma 5). 

O procedimento para eliminação dos solventes e armazenamento dos extratos e frações 

foi igual ao descrito no item 4.1.4. 

 

4.1.7 – Fracionamento do Extrato Etanólico da Casca do Caule de A. macrocarpon. 

 

Os procedimentos de fracionamento (item 4.1.7 ao 4.1.7.3) do extrato bruto etanólico da 

casca do caule de A. macrocarpon e a prospecção fitoquímica (item 4.1.8) foram conduzidos 

pela autora da tese, no laboratório de fitoquímica PALAFITO, da Universidade Estadual de 

Maringá – UEM – PR, co-ordenado pelo prof. Dr. João Palazzo de Mello. 

Os fracionamentos foram realizados com solventes (hexano, clorofórmio, acetato de 

etila, metanol) grau P.A. (SYNTH


, NUCLEAR


). 

Baseado no resultado do ensaio antiproliferativo sobre formas promastigotas de L. 

amazonensis (item 5.2.), o extrato bruto etanólico da casca do caule de A. macrocarpon foi 

submetido a um fracionamento por cromatografia em coluna de adsorção à pressão negativa 

(vácuo) (Figura 7), (Fluxograma 6). Foram incorporados 70,0 g do extrato bruto em 210 g de 

sílica gel 60 (70 – 230 mesh – MERCK
®
), utilizando um pistilo e um almofariz, a proporção 

foi três partes de sílica para uma parte do extrato bruto etanólico (3:1).  

A mistura da sílica e o extrato foram empacotados em coluna de vidro com filtro 

sinterizado e saída para acoplamento de sistema de pressão reduzida (Figura 7). A coluna foi 

eluída como apresentado na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Sistemas de eluentes para a coluna de fracionamento a pressão reduzida do extrato 

bruto etanólico da casca do caule de A. macrocarpon. 

 

Sistema Eluente Quantidade Utilizada em mL Fração 

Hexano 2000 F.H 

Clorofórmio 3000 F.CHCl3 

Acetato de Etila 10000 F.A 

Metanol 4000 F. MeOH 

Fonte: a autora, 2015. 

 

O extrato bruto e as 4 frações (Fluxograma 6) foram submetidas ao ensaio 

antiproliferativo sobre formas promastigotas de L. amazonensis (item 5.4). 

 

Figura 7 - Coluna cromatográfica de sílica gel sob pressão negativa do extrato bruto etanólico 

da casca do caule da A. macrocarpon para obtenção das frações: hexano, 

clorofórmio, acetato de etila e metanol. 
 

 
Fonte: a autora, 2015. 
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Fluxograma 6 - Fracionamento por cromatografia em coluna de adsorção à pressão negativa do extrato etanólico da casca do caule de A. 

macrocarpon. 

 

 

Fonte: a autora, 2015. 
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4.1.7.1 – Fracionamento da Fração Clorofórmio (F.CHCl3) obtida do Extrato Bruto 

Etanólico da Casca do Caule de A. macrocarpon em Coluna Cromatográfica 

de Adsorção tipo “Flash”. 

 

De acordo, com os resultados obtidos no ensaio antiproliferativo com as formas 

promastigotas de L. amazonensis apresentados posteriormente (item 5.4), a fração F.CHCl3 

foi selecionada para o fracionamento (Fluxograma 6). A referida fração foi cromatografada 

com 30 g de sílica gel 60 (230 - 400 mesh), em coluna de 1,5 x 40 cm, empacotada com 

hexano. A coluna foi eluída como apresentado na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Condição de eluição da coluna cromatográfica tipo “Flash” da F.CHCl3 obtida do 

extrato bruto etanólico da casca do caule de A. macrocarpon. 

 

Sistema Eluente 
Proporção 

Solvente (%) 

Volume Solvente utilizado 

(mL) 

Frações 

F.CHCl3 

Hexano 100 200 1-3 

Hexano:CHCl3 95:5 100 4-6 

Hexano:CHCl3 90:10 100 7-8 

Hexano:CHCl3 80:20 100 9-10 

Hexano:CHCl3 70:30 200 11-15 

Hexano:CHCl3 60:40 100 16-17 

Hexano:CHCl3 50:50 100 18-21 

Hexano:CHCl3 45:55 50 22-27 

Hexano:CHCl3 40:60 600 28-108 

Hexano:CHCl3 30:70 200 109-112 

Hexano:CHCl3 20:80 300 113-122 

Hexano:CHCl3 10:90 200 123-129 

CHCl3 100 100 130-133 

CHCl3:Acetato de etila 90:10 50 134-135 

CHCl3:Acetato de etila 80:20 100 136-139 

CHCl3:Acetato de etila 70:30 600 140-173 

CHCl3:Acetato de etila 60:40 100 174-177 

CHCl3:Acetato de etila 50:50 50 178-181 

CHCl3:Acetato de etila 40:60 50 182-183 

CHCl3:Acetato de etila 30:70 50 184-186 

CHCl3:Acetato de etila 20:80 50 187-189 

CHCl3:Acetato de etila 10:90 200 190-198 

CHCl3:Acetato de etila 5:95 100 199-202 

Acetato de etila 100 800 203-262 

Acetato de etila:MeOH 90:10 600 263-285 

Acetato de etila:MeOH 85:15 500 286-304 

Acetato de etila:MeOH 80:20 600 305-330 

Acetato de etila:MeOH 70:30 400 331-351 

Acetato de etila:MeOH 60:40 200 352-360 

Acetato de etila:MeOH 50:50 300 361-372 

Acetato de etila:MeOH 40:60 200 373-380 

 

 
  Continua 
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Continuação Tabela 3 

Sistema Eluente 
Proporção 

Solvente (%) 

Volume Solvente utilizado 

(mL) 

Frações 

F.CHCl3 

Acetato de etila:MeOH 30:70 200 381-388 

Acetato de etila:MeOH 80:20 300 389-396 

Acetato de etila:MeOH 90:10 200 397-404 

MeOH 100 300 405-415 

MeOH:Água destilada 90:10 200 416-426 

Fonte: a autora, 2015. 

 

Foram obtidas 426 frações, analisadas em CCD, visualizadas através de radiação UV 

(254 e 366 nm) e reveladas com reagente de Dragendorff. As frações que apresentaram 

semelhanças cromatográficas na CDD foram reunidas, em frascos de vidro. Os solventes 

foram evaporados a temperatura ambiente em capela de exaustão, sob ventilação forçada. 

Após, as frações foram pesadas e mantidas em freezer até a avaliação da atividade 

antileishmania sobre formas promastigotas de L. amazonensis (item 5.4) e análises 

espectrométricas (item 4.1.3). Com este procedimento as 426 frações da F.CHCl3 geraram 96 

frações, destas 38 (Fluxograma 7) foram separadas e testadas para atividade antileishmania 

(item 5.4). 
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Fluxograma 7 - Fracionamento por cromatografia em coluna de adsorção tipo “Flash” da fração clorofórmio (F.CHCl3) e frações reunidas  da casca do caule 

de A. macrocarpon. 

 

Fonte: a autora, 2015.
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4.1.7.2 - Isolamento por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) 

da F.CHCl3 – 153-172 obtida do Fracionamento da F.CHCl3. 

 

A fração F.CHCl3 – 153-172, foi submetida ao processo de fracionamento, por 

cromatografia em camada delgada preparativa - CCDP, para purificação e realização de novos 

testes antileishmania e análises espectrométricas.  

Para o desenvolvimento da CCDP foi utilizado à mesma fase móvel da CCD, (FM: 

CHCl3:Acetato de etila:MeOH – 1:4:1) rendendo manchas definidas e separadas entre si, que 

foram raspadas, solubilizadas, filtradas, concentradas e secas a temperatura ambiente, em 

capela de exaustão, sob ventilação forçada. A amostra obtida da CCDP foi codificada como 

F.CHCl3–153-172 e encaminhada para análises espectrométricas descritas anteriormente (item 

4.1.3). 

 

4.1.7.3 - Fracionamento da Fração Acetato de Etila (F.A) obtida do Extrato Bruto 

Etanólico da Casca do Caule de A. macrocarpon em Coluna 

Cromatográfica de Adsorção tipo “Flash”. 

 

Conforme os resultados obtidos no ensaio antiproliferativo com as formas promastigotas 

de L. amazonensis (item 5.4), apresentados posteriormente, a fração F.A também foi 

selecionada para o fracionamento. A fração F.A foi eluída em fase estacionária de sílica gel 

60 (230 - 400 mesh) (20 g), em coluna de vidro de 1,5 x 40 cm, empacotada com 

diclorometano (Fluxograma 8). Foram utilizados 0,5 g da F.A, a proporção de fração e sílica 

foi de 1:40, partes de fração e sílica, respectivamente. Após, o empacotamento da coluna esta 

apresentou 27 cm de altura. A coluna foi eluída como apresentado na Tabela 4, e os volumes 

de coleta por tubo variaram (5 a 20 mL) de acordo com o monitoramento visual, com base nas 

cores das bandas formadas na coluna. 

Desse fracionamento obteve-se 85 frações, analisadas em CCD, e eluídas junto com a 

amostra padrão de quercetina (MERCK
®
), e visualizadas através de radiação UV (254 e 366 

nm). Após, foram reveladas com reagente Natural mais PEG (NP-PEG). As frações com 

semelhanças cromatográficas na CCD foram reunidas em frascos de vidro. Os solventes 

foram evaporados a temperatura ambiente, em capela de exaustão, sob ventilação forçada.  
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Fluxograma 8 - Fracionamento por cromatografia em coluna de adsorção tipo “Flash” da fração acetato de etila (F.A) e frações reunidas após avaliação 

dos perfis das cromatografias em camada delgada (CCD). 

 

 

 

Fonte: a autora, 2015. 

8
1
 

 



82 

 

As frações foram pesadas e mantidas em freezer até a avaliação da atividade 

antileishmania sobre formas promastigotas de L. amazonensis e análises espectrométricas. As 

frações denominadas de F.A - 01 a 85, depois de reunidas constituíram 23 frações (Tabela 4), 

(Fluxograma 8). 

 

Tabela 4 - Sistema de eluição da coluna cromatográfica tipo “Flash” da F.A obtida do extrato 

bruto etanólico da casca do caule de A. macrocarpon. 

Fonte: a autora, 2015. 

 

4.1.8 - Prospecção Fitoquímica do Extrato Bruto e Frações da Casca do Caule de A. 

macrocarpon 

 

Para o ensaio de prospecção fitoquímica foram utilizadas as frações:hexânica (FH), 

clorofórmica (F.CHCl3), acetato de etila (F.A), metanólica (F.M) e o extrato bruto etanólico 

(EBE) da casca do caule de A. macrocarpon.  

De acordo com Matos (2009) foram preparadas soluções extrativas etanólicas de cada 

amostra para os ensaios, com cerca de 1 mg para cada 2 mL de solvente (álcool etílico). 

Exceção para a fração hexânica, onde se utilizou a proporção de 2:1 – fração: solvente 

(hexano).  

Os testes utilizados seguiram técnicas de caracterização qualitativa de grupos de 

metabólitos secundários de origem vegetal, segundo marcha analítica prospectiva descrita por 

Matos (2009), relatada no Anexo A. 

 

  

Sistema Eluente 
Proporção 

Solvente (%) 

Volume Solventes 

utilizados (mL) 

Frações 

F.CHCl3 

Diclorometano 100 300 1-11 

Diclorometano:MeOH 90:10 700 12-35 

Diclorometano:MeOH 80:20 200 36-47 

Diclorometano:MeOH 70:30 200 48-58 

Acetato de etila:MeOH 90:10 200 59-69 

Acetato de etila:MeOH 80:20 50 70-73 

Acetato de etila:MeOH 50:50 50 74-77 

MeOH 100 300 78-85 
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4.2 – ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS 

 

Os extratos e frações descritos anteriormente para as três espécies de Aspidosperma 

foram testados para atividade antifúngica e antibacteriana relatadas neste estudo e no artigo 

em anexo. Contudo, para os ensaios antileishmania foram selecionados alguns extratos e 

frações das três espécies de Aspidosperma descritas neste trabalho. Estes foram testados para 

atividade sobre formas promastigotas de L. amazonensis, como modo de selecionar o extrato 

com o melhor índice de seletividade (IS).  

A atividade antimicrobiana (bactérias e leveduras) dos extratos brutos e frações da A. 

macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium foram avaliados pelo método de microdiluição 

em caldo, para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM). Este teste de 

susceptibilidade antimicrobiana (bactérias e leveduras) foi realizado no laboratório de 

Microbiologia do Departamento de Análises Clínicas – DAC, da Universidade Estadual de 

Maringá - UEM - Maringá – PR, sob a co-ordenação do prof. Dr. Celso Vataru Nakamura. 

O ensaio para avaliação da atividade antileishmania, sobre as formas promastigotas de 

L. amazonensis foi realizado para as espécies vegetais A. macrocarpon, A. tomentosum e A. 

pyrifolium.  

Baseado no resultado do ensaio antiproliferativo sobre as formas promastigotas e na 

citotoxicidade sobre células LLCKM2 (célula epitelial de rim de Macaca mulatta), o extrato 

bruto etanólico, suas frações e substâncias isoladas da casca do caule de A. macrocarpon 

foram submetidos à avaliação da atividade antileishmania sobre formas promastigotas, 

amastigotas axênicas e intracelulares de L. amazonensis. Além, da avaliação da atividade 

citotóxica sobre macrófagos e eritrócitos humanos. 

As subfrações F.CHCl3-203-222 e F.A-21-22, foram submetidas a análises 

espectrométricas e a novos ensaios relacionados à atividade antileishmania. Além de, 

avaliadas quanto às alterações morfológicas e ultraestruturais sobre formas promastigotas de 

L. amazonensis, em microscopia eletrônica de varredura e transmissão, respectivamente.  

Experimentos relacionados ao mecanismo de ação sobre formas promastigotas de L. 

amazonensis foram conduzidos para a amostra F.CHCl3-203-222.  

Estudo para avaliação do índice de combinação foi realizado com a quercetina 

(substância da F.A-21-22) combinada com a anfotericina B (Q+A) e miltefosina (Q+M), 

fármacos padrão para o tratamento das leishmanioses. Diferentes concentrações das 

combinações Q+A e Q+M foram testadas frente à promastigotas e amastigotas intracelulares 

de L. amazonensis e a citotoxicidade foi averiguada em macrófagos e eritrócitos humanos. 
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Todos os ensaios sobre a atividade antileishmania foram conduzidos no laboratório de 

Inovação Tecnológica no Desenvolvimento de Fármacos e Cosméticos, sob a co-ordenação 

do prof. Dr. Celso Vataru Nakamura. As atividades relacionadas à microscopia eletrônica de 

varredura e transmissão, e citometria de fluxo foram realizadas no COMCAP (Complexo de 

Centrais de Apoio a Pesquisa) da Universidade Estadual de Maringá – UEM – Maringá - PR. 

Para todos os ensaios microbiológicos as amostras de extratos, frações, substâncias isoladas e 

controles positivos (antimicrobianos) foram pesados na balança eletrônica analítica 

(METTLER TOLEDO
®
). 

 

4.2.1 - Avaliação do Potencial Antibacteriano e Antifúngico do Extrato Bruto e 

Frações obtidas de A. macrocarpon; A. tomentosum e A. pyrifolium. 

 

4.2.1.1 - Micro-organismos Utilizados e Condições de Crescimento 

 

A atividade antibacteriana foi observada para linhagens de bactérias Gram positivas: 

Bacillus subtilis ATCC 6623 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Gram negativas: 

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. E para atividade 

antifúngica foram utilizas leveduras de espécies de Candida (Candida albicans ATCC 10231, 

C. parapsilosis ATCC 22019 e C. tropicalis de isolado clínico de fluído vaginal). As cepas 

foram fornecidas pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ – RJ). 

As bactérias foram cultivadas em caldo nutriente (DIFCO


) a 37 ºC e mantidas em ágar 

nutriente inclinado a 4 °C. As leveduras se desenvolveram em caldo Sabouraud dextrose 

(CSD) e foram mantidas em ágar Sabourad dextrose (ASD) a 4 °C (MERCK


).  

Antes de cada experimento as amostras de todos os micro-organismos eram ativadas em 

meio líquido, como o caldo Muller-Hilton (CMH) (MERCK
®

) ou o caldo Sabouraud (CS) 

(DIFCO
®
), para as bactérias e leveduras, respectivamente, onde permaneciam incubados a 37 

°C, durante 24 h, para assegurar a viabilidade e pureza (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 

2005; ENDO et al., 2010; TOLEDO et al., 2011). 

 

4.2.1.2 - Padronização da Suspensão Bacteriana e Fúngica 

 

Para cada amostra bacteriana foi realizada uma suspensão padronizada, a partir da 

cultura de 24 h em CMH (MERCK


). Em um tubo contendo salina estéril (NaCl - 0,85%) foi 

adicionada gota a gota, a cultura de bactéria até a obtenção de uma turvação idêntica aquela 
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comparada ao tubo 0,5 da escala de McFarland (suspensão de BaSO4 que corresponde a 1,0 x 

10
8
 UFC/mL de bactérias) (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005; TOLEDO et al., 

2011). 

Posteriormente, foi realizada uma diluição 1:10 em tubo eppendorf contendo CMH, de 

modo a obter uma suspensão bacteriana de 10
7
 UFC/mL, cujo inóculo foi utilizado no ensaio 

para determinação da CIM (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005; TOLEDO et al., 

2011). 

As leveduras foram padronizadas a partir da cultura de 24 h, em um tubo contendo 

salina estéril, foi adicionada gota a gota a suspensão de levedura até a obtenção de uma 

turvação, padronizada de acordo com o tubo 0,5 da escala de McFarland (10
6 

UFC/mL). 

Após, foi realizado uma diluição 1:100 em tubo eppendorf contendo RPMI 1640 (Roswell 

Park Memorial Medium Institute – SIGMA
®
, St Louis, MO, USA), de modo a obter uma 

suspensão de 10
4
 UFC/mL, cujo inóculo foi utilizado no ensaio para determinação da CIM 

(PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005; ENDO et al., 2010; TOLEDO et al., 2011). 

 

4.2.1.3 - Preparo dos Fármacos Controle 

 

A penicilina (SIGMA


) foi utilizada como controle para S. aureus. Preparou-se uma 

solução A de 5,0 mg/mL (0,001 g em 200,0 L de água destilada), em seguida esta solução 

foi diluída 1:100 em água destilada (solução B: 0,05 mg/mL), por fim a solução B foi diluída 

1:10 em CMH, obtendo uma concentração de 5,0 g/mL no tubo eppendorf, desta diluição foi 

transferida para o primeiro poço da microplaca (100,0 L), obtendo uma concentração inicial 

de 2,5 g.  

A vancomicina (SIGMA


) foi utilizada para B. subtilis e a tetraciclina (SIGMA


) 

utilizada para E. coli e P. aeruginosa, foram preparadas através da diluição de 5 mg das 

respectivas drogas em 100,0 L de água destilada (solução A). Esta foi diluída 1:100 em água 

destilada (solução B: 0,5 mg/mL) e a solução B foi diluída 1:10 em CMH, sendo então 

transferida para o primeiro poço da microplaca (100,0 L), obtendo uma concentração de 25 

g/mL. 

A nistatina (SIGMA


) utilizada como controle para as leveduras (C. albicans, C. 

krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis) foi preparada a partir de uma solução estoque de 1,024 

mg diluída em 100,0 L de DMSO (SYNTH


). Posteriormente, foi realizada uma diluição 

1:10 em meio RPMI 1640 (solução A), 100,0 L da solução A foram adicionados em 300,0 
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L de meio RPMI 1640 (solução B). Esta solução B foi transferida para o primeiro poço da 

microplaca (100,0 L) (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005). 

 

4.2.1.4 – Método de Diluição em Caldo (microdiluição) para Determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) de Bactérias e Leveduras. 

 

As microplacas com as bactérias e as leveduras foram incubadas a 37 °C, e a CIM foi 

avaliada após 24 h de incubação para as bactérias e 48 h para as leveduras (PESSINI et al., 

2003; PESSINI et al., 2005; ENDO et al., 2010; TOLEDO et al., 2011). 

A CIM é definida como a menor concentração de um agente capaz de inibir o 

crescimento visível do micro-organismo empregado no teste de susceptibilidade. Neste 

trabalho a CIM foi definida com base na menor concentração do extrato e fração que resultou 

em inibição de crescimento visual, observados a olho nu e em microscópio invertido 

(ZEISS
®
- Axiovert 25) para bactérias e leveduras (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 

2005; ENDO et al., 2010; TOLEDO et al., 2011). 

O procedimento para adição dos meios, micro-organismos, extratos, frações e controles 

positivos na microplaca de 96 poços, estão esquematizados na Figura 9 e seguem descritos a 

seguir. 

Foram pipetados 100 L de CMH (para bactérias) ou RPMI 1640 (para leveduras) nos 

poços. Em seguida, foi pipetado 100 L da solução estoque no primeiro poço, onde foi obtida 

uma concentração de inicial de 1000 g/mL. Diluições seriadas foram realizadas transferindo 

100 L do primeiro poço para os poços subsequentes. Homogeneizando bem antes de 

transferir de um poço para outro. Estas diluições também foram feitas para os poços com os 

controles positivos (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005). Após, volumes de 5 L de 

suspensão de bactérias ou de leveduras foram adicionadas em cada poço, de acordo com as 

concentrações descritas acima (item: 4.2.1.2 - Padronização da Suspensão Bacteriana e 

Fúngica), exceto no poço controle dos extratos e frações (meio mais extrato ou fração). As 

microplacas foram incubadas (Figura 8) (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005; ENDO 

et al., 2010; TOLEDO et al., 2011). 

As concentrações inibitórias mínimas (CIM) dos extratos e frações da A. 

macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium foram determinadas para a atividade 

antibacteriana junto com os controles positivos (tetraciclina, penicilina e vancomicina) pela 

técnica de microdiluição em microplacas de 96 poços na presença de caldo Muller-Hinton de 
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acordo com os procedimentos estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2009) para bactérias. Para as leveduras, a concentração inibitória mínima (CIM) das 

amostras (extratos, frações e a nistatina – controle positivo) também foi avaliada pela técnica 

de microdiluição em caldo, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2008), mas utilizando meio de cultura RPMI 1640 (Rosewell Park Memorial 

Institute - SIGMA-ALDRICH
®
), tamponado com MOPS (tampão ácido-3-[N-morfolino] 

propanosulfônico a 0,165 M) (SIGMA-ALDRICH
®
) em pH 7,0 (PESSINI et al., 2003; 

PESSINI et al., 2005; ENDO et al., 2010 e 2012; TOLEDO et al., 2011). 

Para a realização da determinação concentração bactericida mínima (CBM) e da 

concentração fungicida mínima (CFM), foram realizadas subculturas de todos os poços onde 

ocorreu inibição do crescimento microbiano e do poço controle da bactéria ou do fungo. Estas 

foram semeadas com alça calibrada de 10,0 μL, em placas de Petri com capacidade para 15,0 

mL de AMH e de ASD. As placas foram incubadas em estufa a 37 ºC por 24 h. As CBMs e as 

CFMs foram definidas como a menor concentração que produziu subculturas negativas ou 

somente uma colônia (NCCLS, 2002; ENDO et al., 2012). 

 

Figura 8 - Esquema para determinação da concentração inibitória mínima em microplaca de 

cultura de células de 96 poços. 

 

 

Fonte: a autora, 2015.  

100 L de solução estoque 

(2000 µg/mL extratos brutos e frações) 

Controle de Bactérias 

ou Leveduras 

Diluição seriada 1:2 
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4.2.2 - Avaliação da Atividade Antileishmania in vitro dos Extratos Brutos, Frações 

e Substâncias da A. macrocarpon, e dos Extratos Brutos da A. tomentosum e 

A. pyrifolium sobre L. amazonensis.  

 

Todos os materiais utilizados durante os experimentos para atividade antileishmania 

foram acondicionados e esterelizados em autoclave vertical (PRISMATEC
®
 e PHOENIX

®
) a 

121 °C, por 15 minutos ou foram adquiridos estéreis de fábrica. As placas de cultura de 

células de 12, 24 e 96 poços foram utilizadas novas, eram de poliestireno, de fundo chato, 

livre de pirogênios e impurezas, com vedação que permitiu as trocas gasosas. Esterilizadas 

com raio gama de fábrica da marca TPP
®
, com superfície opticamente clara. Além, das placas 

foram utilizados tubos tipo Falcon de 15 e 50 mL adquiridos esterilizados (LABCON
®

), 

microtubos (tipo eppendorfs) esterilizados em autoclave, e garrafas ou frascos de cultura de 

tecidos de poliestireno com capacidade para 25 cm
2
 (60 mL) e 75 cm

2
 (270 mL), de tampa 

rosqueável sem filtro e com estágio intermediário “posição vent”, possibilitando as trocas 

gasosas e com alta transparência (TPP
®
). 

Os meios de culturas utilizados, bem como as soluções tampão, soro fetal bovino (SFB) 

(GIBCO INVITROGEN
®
, Gaithersburg, MD, EUA) e demais reagentes colorimétricos ou 

não, foram preparados pouco antes de cada experimento a partir de kits laboratoriais, no 

laboratório de Tecnologia e Inovação em Fármacos e Cosméticos – UEM – Maringá - PR. Os 

meios de culturas depois de preparados e acondicionados foram esterilizados em autoclave a 

121 °C por 15 minutos e separados dos meios em uso para o controle de esterilidade, antes de 

serem colocados em uso. O meio de cultura RPMI 1640 e o meio de Schneider (SIGMA
®
 St 

Louis, MO, USA) foram esterilizados por filtração em membrana estéril com porosidade de 0, 

22 m (TPP
®
). 

Durante o cultivo e manutenção dos parasitos e das culturas de células foi adicionada 

uma solução de 1% de penicilina (SIGMA
®
 St Louis, MO, USA) e estreptomicina (GIBCO

®
 - 

Life Technology). Logo, para um frasco de cultura com 5 mL de pool (meio de cultura, SFB e 

inóculo do parasito), foram adicionados 50 L de solução de penicilina e estreptomicina. A 

solução de antibióticos foi preparada utilizando 0,1418 g de estreptomicina e 0,066 g de 

penicilina, solubilizadas em 20 mL de água destilada. Após, foi filtrada em capela de fluxo 

laminar com membrana estéril de 0,22 m, e distribuídas em alíquotas de 1 mL em tubos do 

tipo eppendorf, e armazenada a -20 °C, até o momento do uso. 
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Os experimentos com os protozoários foram conduzidos em capela de fluxo laminar 

(VECO
® 

BioProtector 12 e ESCO
®
 Airstream). E separadamente na sala de cultura de células 

os experimentos com a linhagem de macrófagos J774-A1 e as células LLCKM2 (célula 

epitelial de rim de Macaca mulatta) foram manipulados em outra capela de fluxo laminar 

(VECO
® 

BioProtector 12) e mantidas em estufa com tensão de CO2 em 5%, umidificada e 

regulada a 37 °C (SANYO
®
). As estufas onde as formas promastigotas e amastigotas axênicas 

foram mantidas antes e durante os experimentos são do tipo B.O.D. (Demanda Bioquímica de 

Oxigênio) e reguladas a 25 (FANEM
®
 modelo 347F) e 32 °C (LABTORE

® 
411D).  

O preparo e a composição dos meios de culturas, corantes, contrastantes, marcadores 

soluções salinas e tampões seguiram as recomendações do fabricante ou protocolo 

padronizado para uso diário no laboratório de Inovação Tecnológica no Desenvolvimento de 

Fármacos e Cosméticos da UEM – Maringá - PR. 

Os protocolos dos experimentos que envolveram a utilização de camundongos, para a 

manutenção de formas promastigotas de L. amazonensis e a obtenção de macrófagos 

peritoneais, são práticas rotineiras no laboratório de Inovação e Desenvolvimento 

Tecnológico de Fármacos e Cosméticos da UEM – Maringá - PR, estes foram aprovados pelo 

comitê de ética da Universidade Estadual de Maringá – UEM- PR (protocolo de aceitação n. 

029/2014). 

 

4.2.2.1 - Preparo das Soluções Estoque 

 

Os extratos, frações e substâncias isoladas, ou seja, as amostras testes, assim como os 

padrões e controles positivos foram solubilizados em DMSO (dimetilsufóxido – SIGMA 

CHEMICAL
®

 Co, St Louis, MO, EUA) para preparação da solução estoque. Depois, foram 

diluídos em meio de cultura adequados a cada experimento, de maneira que a concentração 

final do DMSO não ultrapassou 1% (v/v). A anfotericina B, foi utilizada como fármaco de 

referência e também foi diluída em DMSO (RODRIGUES; URBINA; SOUZA, 2005; 

BRITTA et al., 2012 e 2014; LAZARIN-BIDÓIA et al. 2013; GARCIA et al., 2013; 

VOLPATO et al., 2013; SOUSA et al., 2014). 

As amostras testes foram transferidas das soluções estoque e submetidas a diluições 

seriadas (v/v) em ordem decrescente de concentração, na presença do meio de cultura 

específico, suplementado com SBF 10 ou 20%. As diluições foram realizadas em microtubos 

(tipo eppendorf). A concentração inicial utilizada nos ensaios antiproliferativos para os 

extratos e as frações (hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol) foi de 1000 g/mL e 
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para as subfrações da fração clorofórmio e substâncias puras a maior concentração foi de 100 

g/mL ou baseado em dados da literatura para a substância. Quando necessário à 

concentração foi diminuída até encontrar o valor de CI50 para a amostra teste. Para os ensaios 

de citotoxicidade procurou-se utilizar concentrações altas, acima da concentração ativa 

encontrada nos ensaios contra formas promastigotas e amastigota. 

No caso dos ensaios de combinação de substâncias, o esquema utilizado foi descrito no 

item 4.2.2.12, considerando o esquema de “checkerboard” (CHOU e TALALAY, 1984; 

CHOU, 2010; ZHAO; AU e WIENTJES, 2010). 

 

4.2.2.2 - Cultivo do Parasito 

4.2.2.2.1 - Cultivo de Formas Promastigotas de Leishmania amazonensis 

 

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis cepa WHOM/BR/75/JOSEFA 

originalmente isoladas de um caso humano de leishmaniose cutânea difusa por C.A. Cuba-

Cuba (Universidade de Brasília, DF, Brasil) foram recuperadas de lesão de camundongos 

Balb/c, cultivadas e mantidas em frascos para cultura de células de 25 cm
2
, contendo meio 

Warren (infusão de cérebro e coração DIFCO
®
, acrescido de hemina e ácido fólico, pH 7,2) 

suplementado com 10% de SFB, inativado a 56 °C por 30 minutos. Os frascos contendo as 

formas promastigotas permaneceram em estufa a 25 °C. Para manutenção das culturas foram 

realizados repiques a cada 72 horas, e para os ensaios foram utilizados culturas na fase 

logarítmica de crescimento (48 h após a incubação do subcultivo) (BRENZAN et al., 2007; 

STEFANELLO, 2014).  

 

4.2.2.2.2 – Diferenciação de Formas Promastigotas de Leishmania 

amazonensis em Amastigotas Axênica. 

 

As formas amastigotas axênicas foram obtidas da diferenciação de formas 

promastigotas de L. amazonensis (cepa WHOM/BR/75/JOSEFA) em função do meio (pH 

4,6) e da temperatura de incubação (STEFANELLO, 2014). 

O procedimento foi iniciado com uma cultura das formas promastigotas de 72 h, 

transferido para outro frasco de cultura com meio Warren, pH 7,2, suplementado com 20% de 

SFB e incubado a 25 °C por 48 h. Após este período, as culturas foram transferidas para a 

estufa de B.O.D. regulada a 30 °C, onde ficaram por 24 h. Então, foram incubadas a 32 °C, 
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até a observação em microscópio ótico (OLYMPUS
®
 CX31) das formas amastigotas axênicas 

(UEDA-NAKAMURA; ATTIAS e SOUZA, 2001). 

Para manutenção das formas amastigotas axênicas, estas foram cultivadas em frascos 

para cultura de células de 25 cm
2 

em meio de Schneider (SIGMA


), pH 4,6 suplementado 

com 20% de SFB, bovino inativado a 56 °C por 30 minutos e incubados em estufa a 32 °C. 

Para os ensaios foram utilizados culturas na fase logarítmica de crescimento (72 h). Os 

experimentos foram conduzidos na presença de 80 a 100% de formas amastigotas axênicas 

(UEDA-NAKAMURA; ATTIAS e SOUZA, 2001). 

 

4.2.2.3 - Obtenção de Macrófagos Peritoneais e Cultura de Macrófagos J774-A1 

 

Camundongos BALB/c, com 3 a 8 semanas de vida, foram eutanasiados com Ketamina 

(CRISTALIA
®

) 90 mg/kg de peso animal e Xilazina 2% (BAYER
®
) 10 mg/Kg de peso via 

intraperitoneal e utilizados para obtenção dos macrófagos peritoneais. Após, a retirada dos 

pelos e da pele da região abdominal dos camundongos, foi injetado na cavidade peritoneal 5 

mL de PBS (Tampão Fosfato Salina) (GIBCO
®

) gelado com 3% de SFB estéril. O conteúdo 

foi então aspirado e as seringas estéreis mantidas no gelo. Logo em seguida, o aspirado foi 

adicionado em um tubo Falcon de 15 mL e centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos, a 4 °C 

(centrífuga – EPPENDORF modelo 5810R). Os macrófagos foram processados e utilizados 

logo após serem retirados do peritônio. 

A manutenção da cultura de macrófagos murinos da linhagem J774-A1 foram 

cultivados em meio RPMI 1640 (pH 7,6), suplementado com 10% de SFB, incubados em 

estufa a 37 °C, com atmosfera úmida e 5% de tensão de CO2. 

 

4.2.2.4 - Cultura de Células LLCMK2 

 

A cultura de células LLCMK2 (célula epitelial de rim de Macaca mulatta) foram 

cultivadas em frascos para cultura de células de 25 cm
2 

contendo meio DMEM (Dulbecco’ s 

Modified Eagle Medium, GIBCO
®

) suplementado com 10% de SFB, incubados a 37 °C em 

estufa com atmosfera úmida e 5% de CO2. As células eram observadas diariamente em 

microscópio invertido (OLYMPUS
®
 CKX41), e o meio de cultura foi trocado quando o pH 

do meio ficava ácido (coloração laranja a amarelo). Após, a confluência de pelo menos 80% 

da monocamada de células, estas eram tripsinizadas (tripsina - GIBCO
®
) por 1 minuto, 
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ressuspensas em meio DMEM e 10% do inóculo foram transferidos para outro frasco de 

cultura de células 25 cm
2 

contendo meio DMEM e 10% de SFB (MIRANDA, 2013). 

 

4.2.2.5 - Atividade Antiproliferativa dos Extratos Brutos, Frações e Substância 

da A. macrocarpon, e dos Extratos Brutos da A. tomentosum e A. 

pyrifolium em Formas Promastigotas de L. amazonensis. 

 

Após, 48 h de repique do cultivo (fase logarítmica da cultura) das formas promastigotas 

de L. amazonensis uma concentração inicial de 1x10
6 

células/mL, contadas em câmara de 

Neubauer (hemocitômetro) foram cultivadas em meio Warren com 10% de SFB. Foram 

utilizadas placas de cultura de células de 24 poços estéreis (TPP
®
), na ausência (controle 

negativo) e presença de diferentes concentrações dos extratos, frações, substâncias isoladas, e 

combinações de substâncias (BRITTA et al., 2012; STEFANELLO, 2014). 

A placa foi incubada em estufa B.O.D. a 25 °C, por 72 h. Depois do período de 

incubação para cada concentração foi realizada a leitura em câmara de Neubauer, com a 

contagem dos parasitos. Cada concentração foi testada em duplicata no mesmo experimento, e 

foram realizados ao menos três experimentos independentes (BRITTA et al., 2012; SANTOS 

et al., 2013; STEFANELLO, 2014). O crescimento dos parasitos foi avaliado diariamente por 

24, 48 e 72 h após a incubação, através da diluição da cultura dos protozoários em formalina 

5% e contagem das células em câmara de Neubauer (BRENZAN et al., 2007). 

A atividade antileishmania foi expressa pelo percentual de inibição do crescimento de 

50% das formas promastigotas (CI50) e de 90% de inibição das formas promastigotas (CI90) 

em relação ao controle negativo, sendo a análise realizada por meio de regressão linear. Os 

dados plotados no gráfico demonstraram a relação da concentração da amostra testada e a 

porcentagem de inibição do crescimento (BRITTA et al., 2012; STEFANELLO, 2014). 

 

4.2.2.6 - Atividade Antiproliferativa sobre Formas Amastigotas Axênica de L. 

amazonensis do Extrato Bruto, Frações e Substâncias Isoladas da 

casca do caule de A. macrocarpon. 

 

As formas amastigotas axênicas da mesma maneira que as promastigotas foram 

utilizadas para o experimento na fase logarítmica de crescimento (48 h), e na mesma 

concentração (1x10
6
 células/mL), mas foi utilizado o meio de Schneider com a adição de 20% 

de SFB. A atividade antiproliferativa foi conduzida em placas de cultura de células estéreis de 
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12 poços (TPP
®

), e acondicionada em estufa a 32 °C, por 72 h. Todos os demais 

procedimentos foram iguais aos realizados para a forma promastigota (item 4.2.2.5) (BRITTA 

et al., 2012; STEFANELLO, 2014). 

 

4.2.2.7 - Atividade Antiproliferativa em Formas Amastigotas Intracelulares de L. 

amazonensis da Fração Isolada da Casca do Caule de A. macrocarpon. 

 

Os macrófagos foram obtidos da cavidade intraperitoneal dos camundongos BALB/c e 

ressuspendidos em uma concentração de 5x10
5
 células/mL em meio RPMI 1640 

suplementado com 10% de SFB, e adicionados (500 L) em placa de cultura de células de 24 

poços, com lamínulas de vidro redondas no interior de cada poço. Após, a placa foi incubada 

por 2 h em estufa a 37 °C, umidificada e com tensão de 5% de CO2. Depois deste período de 

incubação a placa foi analisada no microscópio invertido (OLYMPUS
®

), para observação dos 

macrófagos que aderiram nas lamínulas no interior dos poços. Em seguida, as células não 

aderidas foram removidas por enxague com meio de cultura (KAPLUM, 2014). 

Os macrófagos que aderiram nas lamínulas foram infectados com formas promastigotas 

de L. amazonensis, na fase estacionária de crescimento (culturas de 5 - 6 dias de repique), e 

incubadas por 4 h, a 34 °C em presença de umidade e 5% de tensão de CO2. Após a incubação 

a fração foi diluída em RPMI 1640 suplementada com 10% de SFB, e adicionada nos 

respectivos poços, depois de lavados com meio RPMI-1640, para retirada das formas 

promastigotas não internalizadas. Cada concentração foi realizada em duplicata no mesmo 

experimento e pelo menos três experimentos independentes foram realizados (KAPLUM, 

2014). 

Após um período de incubação de 48 h, a 34 °C em estufa úmida com 5% de tensão de 

CO2, o sobrenadante foi retirado e as lamínulas foram fixadas com metanol por 10 minutos e 

coradas com Giemsa 10% em PBS durante 40 minutos. As lamínulas depois de secas foram 

montadas sobre lâminas e coladas com Entellan (MERCK
®
), após foram visualizadas em 

microscópio ótico (OLYMPUS
®
 CX31) para contagem de 200 células, em imersão a fim de 

quantificar a porcentagem de macrófagos infectados e o número amastigota por macrófago 

peritoneal. Foi obtido assim o Índice de Sobrevivência (Is), de acordo com a equação abaixo 

(KAPLUM, 2014): 

 

Is  
  Macrófagos Infectados x N mero de Amastigotas por Macrófago

N mero de Macrófagos Contados
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Através do Is foi possível calcular o percentual de inibição do crescimento de 50% das 

amastigotas intracelulares em relação ao controle negativo (CI50). A análise foi realizada por 

meio de regressão linear, e a Anfotericina B foi utilizada como controle positivo. 

 

4.2.2.8 - Avaliação da Citotoxicidade sobre Macrófagos J774-A1 

 

Neste ensaio foi preparada uma suspensão de macrófagos da linhagem J774-A1após 72 

h do repique (fase logarítmica de crescimento) na concentração de 5x10
5
 células/mL em meio 

RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, foram adicionados (100 L) nos poços da placa 

de 96 poços (TPP
®
) que foi incubada por 24 h, em estufa a 37 °C, umidificada, e com 5% de 

tensão de CO2 (BRITTA et al., 2012; SANTOS et al., 2013). 

Após o período de 24 h, a placa foi visualizada em microscópio invertido (OLYMPUS
®
 

CKX41) para verificação da confluência dos macrófagos, que aderiram e multiplicaram-se 

nos poços. O sobrenadante foi retirado de cada poço, e em seguida foram adicionados 100 L 

das diferentes concentrações da amostra teste (extrato, frações, substância isolada). Alguns 

poços foram separados como controle negativo (meio e macrófagos) e outros não foram 

adicionados nada, foi considerado branco. Em seguida, a placa foi novamente incubada em 

estufa a 37 °C, em presença de umidade, e 5% de CO2, por 48 h (BRITTA et al., 2012; 

SANTOS et al., 2013). 

Depois do período de 48 h, foi retirado da placa os 100 L das diferentes concentrações 

das amostras testes, e o meio dos poços controle, em seguida os poços foram lavados com 100 

L de tampão fosfato salina (PBS), posteriormente foi adicionado 50 L de MTT (brometo de 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio ou brometo de tetrazólio) (AMRESCO
®
), na 

concentração de 2 mg/mL. O MTT é utilizado em ensaios de viabilidade celular, pois na 

presença de células viáveis, são reduzidos, pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial, 

a cristais de formazan que apresentam coloração púrpura (Figura 9). Este processo ocorre 

quando há enzima ativa em células responsáveis pela cadeia respiratória (mitocôndria) 

encontram-se intacta. Logo, a presença do formazan indica a presença de células viáveis e 

pode ser quantificado por espectrofotômetro (MOSMANN, 1983; LIU et al., 1997). 

A placa foi novamente incuba por 4 h na ausência de luz, a 37 °C, em tensão de CO2 e 

presença de umidade. Então foram adicionados 150 L de DMSO como solução de lise para 

romper as células e solubilizar os cristais de formazan (cor púrpura) (Figura 9). A leitura foi 
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realizada na sequência em um leitor de microplacas (BIO-TEK
®
 Power Wave XS 

spectrophotometer) a 570 nm (MOSMANN, 1983), pouco antes da leitura a placa foi agitada 

no próprio leitor de placas, durante 60 segundos para solubilização dos cristais formazan. Os 

resultados foram expressos com base em três experimentos independentes, sendo que para 

cada ensaio as amostras foram testadas em triplicata na placa. Os dados foram plotados em 

um gráfico de porcentagem de macrófagos (células) viáveis em relação à concentração de 

amostra testada. Determinado desta forma a concentração da amostra teste capaz reduzir 50% 

da densidade óptica das células tratadas (CC50) em relação ao controle negativo, a análise foi 

realizada graficamente por meio de regressão linear. Desta maneira foi possível calcular o 

Índice de Seletividade (IS), (descrito no item 4.2.2.7) (BRENZAN et al., 2007; 

VENDRAMETTO et al., 2010; KAPLUM, 2014). 

 

Figura 9 - Esquema da reação de conversão do MTT em cristais de formazan. 

 

 

 

Fonte: a autora, 2015, adaptado de TEIXEIRA, 2012. 

 

4.2.2.9 - Avaliação da Citotoxicidade sobre Células LLCMK2 

 

Para avaliação a citotoxicidade dos extratos brutos de A. macrocarpon, A. tomentosum e 

A. pyrifolium (amostras testes) foram utilizadas cultura de células LLCMK2 confluentes 

(inóculo de 2,5 x 10
5
células/mL) em microplaca com 96 poços contendo meio DMEM 

suplementado com 10% de SFB, e incuabdas por 24 h, a 37 °C, em 5% de CO2, e atmosfera 

umidificada. Após 24 h o meio foi substituído por diferentes concentrações das amostras 

testes diluídos em meio DMEM, e incubados por 96 h, a 37 °C, em estufa umidificada, e 5% 

de CO2. Depois de 96 h de incubação, as células foram lavadas com PBS e foi adicionado 50 
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L de MTT (2,0 mg/mL) em cada poço, e incubados por mais 4 h, então os cristais de 

formazan foram solubilizados com DMSO, e a absorbância foi registrada em um leitor de 

microplacas a 570 nm (RODRIGUES et al., 2014) pouco antes da leitura a placa foi agitada 

no próprio leitor de placas, durante 60 segundos para homogeneização dos cristais formazan. 

A concentração citotóxica de 50% (CC50) foi observada por análise de regressão linear. 

A citotoxicidade das amostras sobre células LLCMK2 também foi comparada com a atividade 

contra formas promastigotas de L. amazonensis para determinação do Índice de Seletividade 

(IS). Onde o IS é a razão: CC50 células LLCMK2/CI50 protozoário. Cada experimento foi 

realizado em triplicata e repetido pelo menos três vezes (VEIGA-SANTOS et al., 2010). 

 

4.2.2.10- Avaliação da Citotoxicidade sobre Eritrócitos Humanos 

 

O efeito do potencial de hemólise foi verificado pela avaliação da citotoxicidade sobre 

eritrócitos humanos com base no ensaio de lise celular de hemácias. Para o ensaio foi 

utilizado sangue humano (tipo A+) de doadores voluntários saudáveis, o sangue foi coletado 

por punção da veia braquial por profissional habilitado (Aceitação 293/2006 

COPEP/UEM/PR). 

A coleta do sangue foi realizada no momento do uso sem anticoagulantes, e desfibrinado 

com pérolas de vidro em um erlenmeyer, este foi vagarosamente agitado com movimentos 

circulares por 15 minutos. Em seguida, o sangue foi lavado com salina glicosada a 1%, esta 

solução foi centrifugada em tubo tipo Falcon a 3000 rpm por 10 minutos (centrífuga 

HETTICH
®

 – Rotofix 32A). O processo foi repetido até que o sobrenadante tornou-se 

límpido, e com o pellet de hemácias preparou-se uma suspensão a 6% em salina glicosada1%, 

sendo adicionado (100 L) a uma placa de 96 poços. Após, sobre as hemácias adicionou-se 

100 L das diferentes concentrações das amostras testes. Também foi adicionado na placa o 

controle negativo (meio, hemácias e 1% de DMSO) e o controle positivo (tensoativo - Triton 

X - 100 a 1% - SIGMA ALDRICH
®
). A placa foi incubada por 2 h a 37 °C. A próxima etapa 

consistiu em transferir o conteúdo dos poços para eppendorfs que foram centrifugados a 3000 

rpm por 3 minutos, posteriormente 100 L do sobrenadante foi transferido para uma placa de 

96 poços nova e a absorbância lida a 540 nm em leitor de microplacas (BIO-TEK
®
 Power 

Wave XS). A porcentagem de hemólise foi obtida pela equação a seguir e expressa 

graficamente. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos três 

vezes (VEIGA-SANTOS et al., 2010; KAPLUM, 2014; RODRIGUES et al., 2014). 
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  de Hemólise 
((absorb ncia da amostra teste – absorb ncia do controle negativo) x100)

Controle positivo (Triton X100 1 )
 

 

4.2.2.11 - Avaliação Flagelar das Formas Promastigotas de L. amazonensis 

 

Formas promastigotas de L. amazonensis foram tratadas por 72 h como descrito 

anteriormente para atividade antiproliferativa, item 4.2.2.5. Neste ensaio foram utilizadas as 

concentrações de CI50 e CI90 da F.CHCl3-203-222. Após o final do experimento 

antiproliferativo as células foram recolhidas da placa de 24 poços e transferidas para tubos 

tipo eppendorf e centrifugadas a 3000 rpm, por 5 minutos e lavadas com SFB, por três vezes 

para retirar o excesso de meio, o pellet foi então re-suspendido em um volume pequeno de 

SFB e realizado esfregaço com lâmina extensora. Após seco a temperatura ambiente o 

esfregaço foi coberto com 20 gotas de corante May-Grünwald
5
 (NEWPROV

®
) por 3 minutos, 

sem retirar o corante foi gotejado a mesma quantidade de água, e depois de 2 minutos as 

lâminas foram vertidas. Depois foi adicionado Giemsa
6
 10% (GIBCO - Karyo MAX

®
) por 30 

minutos. Então o corante foi retirado e lavado com picete de água. Após secar as lâminas 

foram montadas com lamínulas em Entellan (MERCK
®
). Foram contadas 200 células em 

microscópio óptico (OLYMPUS
®
 CX31) com imersão, para quantificação do número de 

flagelos por parasito comparado ao controle negativo (parasitos não tratados). Foram 

realizados três experimentos independentes. As aquisições das imagens foram realizadas em 

microscópio (OLYMPUS
®
 BX51) com câmera (OLYMPUS

®
 UC30) (STEFANELLO, 2014). 

 

4.2.2.12 - Avaliação da Atividade Antileishmania in vitro da Quercetina Isolada 

e em Combinação com Anfotericina B (Q+A) e Miltefosina (Q+M). 

 

A determinação do efeito antileishmania das combinações de substâncias foi avaliado 

de acordo com a metodologia “checkerboard” e aplicado o índice de combinação proposto 

por Chou e Talalay (1984), e revisado por Chou (2010) e Zhao, Au e Wientjes (2010). Este 

método foi utilizado para avaliar a atividade sobre formas promastigotas e amastigotas de L. 

amazonensis e a ação citotóxica das combinações sobre macrófagos J774-A1 e eritrócitos 

humanos. 

                                                 
5
 A solução contém: eosina e azul de metileno 180 mg/dL (Fonte: bula do fabricante). 

6
 A solução contém: 6.0 g azur II, eosina e 1.6 g azur II por litro em glicerol/metanol (Fonte: bula do fabricante). 
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As diferentes concentrações das combinações entre a quercetina isolada da F.A da casca 

do caule de A. macrocarpon e a anfotericina B (CRISTÁLIA
®

) (Q+A), bem como as 

combinações da quercetina com a miltefosina (AVANTI POLAR LIPIDS
®
) (Q+M) foram 

distribuídas na placa segundo esquema demostrado na Figura 10 para a atividade 

antiproliferativa em formas promastigotas de L. amazonensis, o procedimento metodológico 

do ensaio foi igual ao descrito no item 4.2.2.5.  

Portanto, foi utilizado um inóculo de 1,0 x 10
6
 células/mL de formas promastigotas de 

L. amazonensis, distribuído em placas de 24 poços na presença de meio Warren suplementado 

com 10% de SFB, totalizando 900 L por poço, então foram adicionados mais 100 L em 

cada poço correspondente as diferentes concentrações das amostras testes, ou seja, foram 

adicionados 100 L de diferentes concentrações de quercetina em combinação com a 

anfotericina B e em outra placa a combinação de diferentes concentrações de quercetina e 

miltefosina, além das concentrações destas substâncias isoladamente, sendo a anfotericina B e 

a miltefosina padronizados para o tratamento de leishmaniose. A diluição da quercetina, 

anfotericina B e miltefosina a partir da solução estoque foram realizadas em tubos tipo 

eppendorf. A distribuição na placa de 24 poços foi em ordem decrescente de concentração. 

Foram realizados pelo menos três experimentos independentes, e por experimento cada 

concentração foi realizada em duplicata (Figura 10). 

Para a atividade antiproliferativa em formas amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis, as diferentes concentrações das combinações entre a quercetina e a anfotericina 

B (Q+A) e as combinações da quercetina com a miltefosina (Q+M) foram organizadas 

segundo o esquema demonstrado na Figura 11. E o experimento foi conduzido como descrito 

no item 4.2.2.7 e da mesma forma que descrito acima para as promastigotas, as combinações e 

as substâncias isoladas foram diluídas em tubos tipo eppendorf, e distribuídas nas placas de 24 

poços. Foram realizados ao menos três experimentos independentes, em duplicata (Figura 11). 

A atividade sobre macrófagos J774-A1 pelo método colorimétrico MTT, como descrito 

no item 4.2.2.8, avaliou a citotoxicidade das combinações Q+A e Q+M em diferentes 

concentrações e para as substâncias isoladamente, e as diluições partiram das soluções 

estoque diluídas em DMSO, e seguiram uma ordem decrescente de concentração. Cada 

concentração foi disposta em triplicata na placa de 96 poços, e foram realizados ao menos três 

experimentos independentes (Figura 12). 

A avaliação da citotoxicidade sobre eritrócitos humanos seguiu o método descrito no 

item 4.2.2.10, para o ensaio de lise celular de hemácias, as combinações Q+A e Q+M, assim 

como estas substâncias isoladas foram diluídas em tubo tipo eppendorf e transferidos para as 
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placas de 96 poços contento solução com as hemácias, em ordem decrescente de 

concentração. Assim como, no ensaio com macrófagos os parâmetros de distribuição das 

concentrações na placa se assemelham, ou seja, em triplicata para cada experimento e foram 

realizados pelo menos três ensaios independentes (Figura 13). 

A análise dos resultados foi calculada e expressa matematicamente como índice de 

combinação (Ic) (CHOU e TALALAY, 1984; CHOU, 2010; ZHAO; AU e WIENTJES; 2010; 

TALLARIDA, 2012). 

Esta análise foi válida para os experimentos realizados com as formas promastigotas, 

amastigotas intracelulares, com macrófagos J774-A1 e eritrócitos humanos.  

O cálculo para obtenção do Ic segue o descrito abaixo, onde: 

 

    [
                           

                         
]   [

                           

                          
] 

 

Sendo o numerador as concentrações de cada substância que em combinação são ativas 

contra 50% das células testadas. Enquanto o denominador expressou as concentrações que 

apresentaram o efeito em 50% das células testadas para cada substância isoladamente. 

 

O Ic prediz se houve ou não vantagens para o processo de combinação de fármacos 

utilizado para determinada atividade, ou seja: 

 

Ic > 1 - atividade antagônica, menos eficaz que as substâncias sozinhas; 

Ic = 1 – efeito aditivo, ação somadas das substâncias, mas não potencializada; 

Ic < 1 – atividade sinérgica, ação melhorada com a combinação das substâncias em 

concentrações menores do que quando utilizadas isoladamente. 

 

Além da expressão dos resultados pelo Ic, a ferramenta gráfica utilizada para a 

expressão dos dados de combinação de fármacos foi o isobolograma. Onde, os pontos 

dispostos sobre o gráfico predizem o resultados, ou seja, pontos abaixo da linha de tendência 

que cruza o gráfico indicou sinergismo (união dos pontos originou uma curva côncava), sobre 

a linha aditividade e acima da linha indicaram antagonismo (união dos pontos originou uma 

curva convexa) (CHOU e TALALAY, 1984; CHOU, 2010; ZHAO; AU e WIENTJES; 2010; 

TALLARIDA, 2012; RODRIGUES et al., 2014).  
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Figura 10 - Esquema de distribuição das diferentes concentrações das combinações Q+A, Q+M e 

destas substâncias sozinhas nas placas de cultura de 24 poços utilizadas no experimento 

para avaliação do efeito antileishmania sobre formas promastigotas de L. amazonensis. 

 

 
Fonte: a autora, 2015.  
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Figura 11 - Esquema de distribuição das diferentes concentrações das combinações Q+A, Q+M e 

destas substâncias sozinhas nas placas de cultura de 24 poços utilizadas no experimento 

para avaliação do efeito antileishmania sobre amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis. 

 
Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 12 - Esquema de distribuição das diferentes concentrações das combinações Q+A, Q+M e destas substâncias sozinhas nas placas de cultura de 

96 poços utilizadas no experimento para avaliação da citotoxicidade sobre macrófagos J774-A1. 

 
Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 13 - Esquema de distribuição das diferentes concentrações das combinações Q+A, Q+M e destas substâncias sozinhas nas placas de 

cultura de 96 poços utilizadas no experimento para avaliação da citotoxicidade sobre eritrócitos humanos. 

 
Fonte: a autora, 2015. 
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4.2.2.13 - Avaliação das Alterações Morfológicas por Microscopia Eletrônica de 

Varredura das Formas Promastigotas de L. amazonensis 

 

As alterações morfológicas foram avaliadas por microscopia eletrônica de varredura 

- MEV (SHIMADZU
®

 SS-550). As amostras selecionadas para esta avaliação foram à fração 

F.203-222 (CI50 e CI90) e a combinação de quercetina e anfotericina B (Q+A) e quercetina 

mais miltefosina (Q+M), onde foi utilizado o CI50 e o CI90 de ambas as combinações com a 

melhor atividade sobre formas promastigotas de L. amazonensis. Também foram realizados 

micrografias do CI50 e CI90 da quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladas. E do controle 

negativo (promastigotas não tratadas). 

Foi utilizado 1x10
6 

células/mL de formas promastigotas de L. amazonensis, após 48 h de 

incubação, estas foram tratadas com o CI50 e CI90 das amostras descritas acima, incubadas a 

25 °C, por 72 h, este procedimento é um ensaio antiproliferativo como o descrito no item 

4.2.2.5. Após este período as células tratadas e não tratadas foram recolhidas e centrifugadas a 

3000 rpm por 10 minutos e lavadas com PBS, para retirar o excesso de meio. Foi utilizado o 

pellet das amostras tratadas e não tratadas, que após serem lavadas foram fixadas com 2,5% 

de glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio (E.M.S.
®
- Electron Microscopy Sciences – 

HATFIELD PA, USA) 0,1M, pH 7,2 a temperatura ambiente por 2 h. Esta fixação garantiu a 

integridade das células para os passos seguintes da técnica.  

As formas promastigotas foram então lavadas por três vezes com tampão cacodilato de 

sódio 0,1M, depois estas foram gotejadas sobre pequenos pedaços lamínulas de vidro 

devidamente cortadas e recobertas com solução de poli-L-lisina 0,1% em água (p/v) (SIGMA-

ALDRICH
®
), e incubadas por 1 h em estufa a 56 °C, para secagem das amostras e aderência 

das mesmas sobre as lamínulas. Em seguida as lamínulas foram novamente lavadas com 

tampão cacodilato de sódio 0,1 M (E.M.S.
® 

- Electron Microscopy Sciences – HATFIELD 

PA, USA), e simultaneamente foi realizada a retirada do tampão cacodilato e iniciado o 

procedimento de desidratação em gradiente crescente de etanol (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 

80, 85, 90, 95 e 100%), no último gradiente (etanol 100%) as lamínulas foram lavadas três 

vezes. Em cada gradiente o tempo de desidratação foi de 15 minutos. 

Todos estes procedimentos até a desidratação com o etanol 80% foram realizados em 

placas de 24 poços, após as lamínulas foram transferidas para o porta amostra (cesta 

permeável), e mergulhadas dentro de um béquer com álcool 85%, até o etanol 100%. A fim de 

obter amostra isentas de umidade, transferidas para o aparelho de Ponto Crítico, onde 

ocorreram várias substituições da água residual presente na amostra por dióxido de carbono 
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(CO2). O material biológico seco sobre as lamínulas foi colocado sobre um suporte de metal 

(stub) com fita dupla face para fixar as lamínulas, em seguida foi metalizada com uma 

camada de ouro (material condutor) para serem visualizadas em microscópio eletrônico de 

varredura – MEV (SILVEIRA, 2007; RODRIGUES et al., 2014). 

 

4.2.2.14 - Avaliação das Alterações Ultraestruturais por Microscopia Eletrônica 

de Transmissão das Formas Promastigotas de L. amazonensis 

 

As mesmas amostras, nas mesmas concentrações, processadas e visualizadas por MEV 

foram submetidas ao ensaio para visualização das alterações ultraestruturais por microscopia 

eletrônica de transmissão – MET, das formas promastigotas de L. amazonensis. 

As suspensões contendo 1,0 x 10
6
 células/mL de formas promastigotas de L. 

amazonensis, foram tratadas ou não com IC50 e IC90 das amostras testes e cultivadas em meio 

Warren, suplementado com 10% de SFB inativado e incubadas durante 72 h em estufa a 25 

°C, descrito anteriormente no item 4.2.2.5. 

Após, estas culturas foram centrifugadas (300 rpm por 10 minutos) o sobrenadante foi 

retiradoe as células foram lavadas com PBS e pré-fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampão 

cacodilato 0,1 M (E.M.S.
®
- Electron Microscopy Sciences – HATFIELD PA, USA) (pH 7,4) 

a temperatura ambiente, por 2 h. Depois as promastigotas foram pós-fixadas em tetróxido de 

ósmio 1,0% (E.M.S.
®
- Electron Microscopy Sciences – HATFIELD PA, USA) e ferrocianeto 

de potássio 0,8% (E.M.S.
®
- Electron Microscopy Sciences – HATFIELD PA, USA) por 60 

minutos na ausência de luz. Em seguida as células foram lavadas novamente com tampão 

cacodilato de sódio 0,1 M, por três vezes e desidratadas em concentrações crescentes de 

acetona (50, 60, 70, 80, 90, 95 e 100%) (ATTIAS, 2007). 

A próxima etapa do processo consistiu na inclusão das promastigotas tratadas ou não 

em resina do tipo epóxi em estado líquido – epon (POLYBED
®
 - kit de Resina Epon 812), 

com concentrações crescentes de resina e decrescente de acetena, iniciou-se na proporção 2:1 

(resina:acetona), seguida de 1:1 (resina:acetona), depois 2:1 (resina:acetona), e resina pura. As 

amostras foram transferidas para um molde de silicone com identificação para cada amostra e 

a fim de promover a polimerização da resina de epon, o molde foi mantido em estufa a 60 °C, 

por 72 h (ATTIAS, 2007; RODRIGUES et al., 2014). 

A etapa subsequente à solidificaçãodo material (polimerização da resina) foi à retirada 

dos blocos de resina da forma e a lapidação dos mesmos. Em seguida, foram confeccionados 

cortes ultrafinos em escala nanomêtrica (60 a 70 nm) no ultramicrôtomo (POWER TOME
®
 X 



106 

 

RMC Products). Os cortes foram recolhidos do ultramicrôtomo com grades de cobre (300 

mesh) (E.M.S.
®
 - Electron Microscopy Sciences – Hatfield PA, USA) e contrastados com 

acetato de uranila (EMS
®
 – Electron Microscopy Sciences– Hatfield PA, USA) por 40 

minutos, apóslavados com água, secos em papel filtro e contrastados com citrato de chumbo 

(E.M.S
®
 – Electron Microscopy Sciences– Hatfield PA, USA) por mais 40 minutos, lavados 

em água e secos a temperatura ambiente (ATTIAS, 2007; RODRIGUES et al., 2014). 

As grades contrastadas contendo as amostras foram visualizadas em microscópio 

eletrônico de transmissão – MET (JEOL JEM 1400), com feixe eletrônico emitido por 

filamento de tungstênio, e tensão de aceleração dos elétrons de 80 Kv de energia (ATTIAS, 

2007).  

 

4.2.2.15 – Citometria de Fluxo 

 

Os ensaios para avaliação dos possíveis mecanismos de ação da fração F-203-222 

(amostra teste) da casca do caule de A. macrocarpon, sobre formas promastigotas foram 

realizados em citômetro de fluxo modelo FACSCalibur (BECTON-DICKINSON
®
, 

Rutheford, NJ, EUA) e os dados adquiridos foram analisados pelo software CellQuest (Joseph 

Trotte, Scripps Institute, La Jolla, CA, EUA), utilizou laser de argônio para excitação dos 

marcadores que emitiram fluorescência em comprimentos de ondas específicos e foram 

quantificados 10.000 eventos (células) para cada análise, em região específica que 

correspondeu ao parasito (formas promastigotas de L. amazonensis).  

Foram utilizadas as seguintes concentrações das amostras testes: 25, 50, 100 e 200 

g/mL. Considerando que o período de tratamento das formas promastigotas para os ensaios 

utilizando o citômetro de fluxo foi de 24 h. Para cada análise foram utilizados marcadores 

específicos e controles positivos relacionados com a análise. Após o período de incubação de 

24 h das formas promastigotas utilizadas para todas as análises por citometria de fluxo, os 

procedimentos foram realizados fora da capela de fluxo laminar. Todos os experimentos 

foram conduzidos na ausência de luz, e os reagentes utilizados foram de grau analítico. 
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4.2.2.15.1 - Avaliação do Potencial de Membrana Mitocondrial (m) em 

Formas Promastigotas de L. amazonensis  

 

A avaliação do potencial de membrana mitocondrial (m) utilizou como marcador 

celular a rodamina 123 (Rh 123) (SIGMA
®
, St Louis, Mo, USA). As formas promastigotas, 

foram utilizadas após 48 h de cultivo, na concentração de 5,0 x 10
6 

células/mL, contadas em 

câmara de Neubauer, depois tratadas ou não com as amostras testes, e incubadas por 24 h, a 

25 °C. Neste experimento o controle positivo foi o cianeto de carbonil 3-clorofenil-hidrazona 

(CCCP) (SIGMA-ALDRICH
®
, St. Louis, MO, USA) na concentração de 100 M, adicionado 

após o tratamento com o marcador Rh 123. 

Depois da incubação as promastigotas foram retiradas da placa de 24 poços e 

transferidas para tubos tipo eppendorf identificados, respeitando cada concentração da 

amostra teste e do controle. Então foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, lavadas 

duas vezes com solução salina 0,9%, e o pellet com as promastigotas foi ressuspendido em 

500 L de solução salina 0,9%. Após foi adicionado 1 L da solução de rodamina 123 

(5mg/mL em etanol – 13,1 M) incubados por 15 minutos a temperatura ambiente, e ao 

abrigo da luz. Então foram novamente lavadas com salina 0,9%, ressuspensas em salina 0,9% 

e incubadas por mais um período (30 minutos, a temperatura ambiente, na ausência de luz). 

Após a incubação e ressuspensão dos pellets, foi realizada a aquisição de 10.000 eventos 

na região correspondente ao parasito no citômetro de fluxo. O marcador Rh 123 apresenta 

excitação em comprimento de onda de 480 nm e emite fluorescência na faixa de 515-530 nm 

(detector FL1). Alterações neste marcador que se acumulou na mitocôndria foi quantificada 

usando um índice de variação (iv) obtido pela equação (Mt-Mc) /Mc, onde Mt é a média da 

fluorescência dado pelos parasitos tratados com as diferentes concentrações de F.CHCl3-203-

222, e Mc é a média da fluorescência dos parasitos não tratados. Valores negativos de iv 

corresponderam à despolarização da membrana mitocondrial (BRITTA et al., 2012; GARCIA 

et al., 2013; LAZARIN-BIDÓIA et al., 2013). 

 

4.2.2.15.2 - Avaliação da Integridade da Membrana Celular em Formas 

Promastigotas de L. amazonensis  

 

O marcador utilizado para avaliação da integridade de membrana foi o iodeto de 

propídio (IP) (INVITROGEN
®
- Eugene, OR, USA), este é excitável por laser de argônio a 
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488 nm e promove emissão de fluorescência de 630 nm. Nesta avaliação utilizou-se culturas 

de 48 h com inóculo de 5x10
6
 células/mL, em seguida foram tratadas ou não (controles 

negativos) com diferentes concentrações da F.CHCl3-203-222, e incubadas por 24 h a 25 °C. 

O controle positivo foi a digitonina (40 M) (SIGMA-ALDRICH
®
, St. Louis, MO, USA), 

adicionado às células do parasito logo após a adição do IP. 

Com 24 h de incubação as promastigotas foram recolhidas da placa e adicionadas em 

tubos tipo eppendorf, centrifugadas (3000 rpm por 5 minutos) e descartado o sobrenadante, os 

pellets foram ressuspendidos em 500 L de PBS (0,01 M, pH 7,2), lavados por duas vezes. 

Então os pellets com as promastigotas foram novamente ressuspendidos em 500 L de PBS e 

adicionados 50 L de IP (2,0 mg/mL), agitados levemente e incubados por 5 minutos, a 

temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Em seguida foram analisados no citômetro de fluxo 

(GARCIA et al., 2013; LAZARIN-BIDÓIA et al., 2013; VOLPATO et al., 2013; BRITTA et 

al., 2014). 

 

4.2.2.15.3 - Avaliação da Exposição da Fosfatidilserina em Formas 

Promastigotas de L. amazonensis  

 

Para avaliar a exposição da fosfatidilserina foram utilizados os marcadores anexina V 

marcada com fluorocromo verde de isotiocianato de fluoresceína ou ficoeritrina (Anexina V - 

FITC) (INVITROGEN
®
 - Eugene, OR, USA) e o iodeto de propídio (IP) (INVITROGEN

®
- 

Eugene, OR, USA). A anexina-V FITC é excitável por laser de argônio em 480 nm e emite 

fluorescência na faixa de 515-530 nm. A anexina é uma proteína de ligação para fosfolipídios, 

com maior especificidade para a fosfatidilserina. 

O procedimento iniciou-se quando formas promastigotas com 48 h de cultivo foram 

incubadas (inóculo de 5x10
6
 células/mL) na presença ou ausência (controle negativo) de 

tratamento com F.CHCl3-203-222 em diferentes concentrações, por 24 h. Em seguida as 

promastigotas foram coletadas por centrifugação, lavadas duas vezes em PBS e 

ressuspendidas em tampão de ligação e adicionados 5 L de anexina-V marcado com FITC, 

incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.  

Depois foram adicionados 400 L de tampão de ligação e pouco antes da realização da 

leitura em citômetro de fluxo foi adicionado 50 L do IP (2,0 mg/mL). Então foi realizada a 

leitura em citômetro de fluxo. O controle positivo foi o CCCP (100,0 M) e o controle 

negativo foi considerado os parasitos não tratados. O tampão de ligação consistiu de uma 
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solução de pH 7,4 com os seguintes sais: 140 mM de NaCl (SIGMA-ALDRICH
®
, St. Louis, 

MO, USA); 2,5 Mm de CaCl2 (SIGMA-ALDRICH
®
, St. Louis, MO, USA) e 10 mM de 

Hepes-Na (Hepes - ácido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-2-etanosulfónico, sal de sódio) 

(SIGMA-ALDRICH
®

, St. Louis, MO, USA), o mesmo foi armazenado em geladeira 

(GARCIA et al., 2013; LAZARIN-BIDÓIA et al., 2013). 

As populações de formas promastigotas analisadas neste evento avaliaram a 

fluorescência do FITC excitável por laser de argônio em 480 nm e com emissão de 

fluorescência entre 515-530 nm (detector FL1) e a fluorescência do iodeto de propídeo (IP) 

em 630 nm (detector FL2). Foi observada a porcentagem de células em apoptose quando o 

resultado apresentou positivo para anexina-V FITC, sendo IP positivo ou negativo. E os 

parasitos foram considerados em necrose quando IP foi positivo e Anexina-V FITC negativo 

(BRITTA et al., 2012; GARCIA et al., 2013; LAZARIN-BIDÓIA et al., 2013). 

 

4.2.2.15.4 - Avaliação do Volume Celular em Formas Promastigotas de L. 

amazonensis  

 

Para avaliação do volume celular não foi utilizado marcador, as formas promastigotas 

após cultivo de 48 h, tiveram o inóculo ajustado para 5,0 x 10
6
 células/mL, foram ou não 

tratadas com as amostras testes e com o controle positivo actinomicina D (50 mM) (SIGMA-

ALDRICH
®
, St. Louis, MO, USA), que promove a diminuição do volume celular. Depois de 

24 h da incubação em estufa a 25 °C, as promastigotas tratadas e não tratadas (controle 

negativo) foram centrifugadas em tubos tipo eppendorf (3000 rpm por 5 minutos), lavadas 

duas vezes com PBS (500 L). Após o último processo de lavagem as promastigotas foram 

novamente ressuspendidas com 500 L de PBS e encaminhadas para a aquisição de 10.000 

eventos em citômetro de fluxo, que foram adquiridos na região correspondente ao parasito 

(BRITTA et al., 2012; GARCIA et al., 2013; LAZARIN-BIDÓIA et al., 2013; RODRIGUES 

et al., 2014). 

 

4.2.2.15.5 - Avaliação do Ciclo Celular em Formas Promastigotas de L. 

amazonensis 

 

As formas promastigotas (5x10
6
 células/mL), com 48 h de cultivo, foram tratadas ou 

não (controle negativo) com as amostras teste, e incubadas por 24 h, a 25 °C. O taxol (20 
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g/mL) (Paclitaxel - SIGMA
®
) foi utilizado como controle positivo. Depois da incubação os 

parasitos foram lavados duas vezes em PBS (pH 7,4) e centrifugados (3000 rpm por 5 

minutos). O pellet foi ressuspendido em 500 L da mistura de metanol gelado a 70% em PBS 

(v/v), os tubos tipo eppendorf com as respectivas concentrações foram agitados lentamente e 

mantidos a 4 °C por 1 h. Depois o pellet foi centrifugado e ressuspendido em PBS (500 L) e 

adicionado mais 20 L de iodeto de propídeo com RNase A, livre de DNase (IP-RNase A), 

um componente do kit do ensaio da APO-BrdU TUNEL (LIFE TECHNOLOGIES
®
 - 

Molecular Probes), após foram incubados por 45 minutos a 37 °C. Os dados foram adquiridos 

por citômetro de fluxo. Os resultados apresentaram a distribuição da população das formas 

promastigotas na diferentes fases do ciclo celular: fase sub-G0/G1 (aquisição M1), fase G0-

G1 (aquisição M2), fase S e fase G2/M (aquisição M3), os dados foram expressos em 

porcentagens de células presentes em cada estágio do ciclo comparados com o controle de 

parasitos não tratados (controle negativo), e os eventos (10.000 células) foram adquiridos na 

região que corresponde ao parasito (GARCIA et al., 2013; STEFANELLO, 2014). 

 

4.2.2.16 - Análise Estatística 

 

Os dados mostrados nas tabelas e gráficos expressam a média  desvio padrão (DP) da 

média de pelo menos três experimentos independentes, para todos os experimentos celulares, 

onde a concentração relativa à inibição de 50% e 90% do crescimento das células (IC50 e IC90 

e CC50) foi obtida a partir da concentração-resposta. Os dados foram analisados utilizando o 

teste ANOVA (one ou two-way), seguido do teste post test de Tukey ou Bonferroni, 

respectivamente, considerando *p ≤ 0,05 significativo. A análise estatística foi realizada em 

Prism 5 (Graphpad Software, San Diego, CA, EUA, 2007). 
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5 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5. 1 - Avaliação do Potencial Antibacteriano e Antifúngico do Extrato Bruto e Frações 

obtidas de A. macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium. 

 

Os resultados e discussão descritos abaixo foram publicados no Pharmacology On Line 

(2012) e estão no anexo B no final da tese. 

Na análise dos resultados do teste de susceptibilidade microbiana, realizado pelo 

método de microdiluição foi avaliada a concentração inibitória mínima (CIM), e a atividade 

foi considerada boa para CIM < 100 g/mL, moderada para a CIM entre 100 e 500 g/mL, 

fraca para CIM entre 500 e 1000 g/mL e inativa para CIM > 1000 g/mL, onde a amostra 

teste não apresentou inibição microbiana até a concentração testada. E o CBM e CFM foram 

definidos como a menor concentração que apresentou subculturas negativas ou somente uma 

colônia (HOLETZ et al., 2002). 

O extrato bruto etanólico da casca da raiz de A. tomentosum (AT1) demonstrou 

atividade antibacteriana fraca sobre S. aureus e B. subtilis (CIM: 1000 e 500 µg/mL, 

respectivamente) (Tabela 5) e não apresentou atividade contra as leveduras testadas (CIM: 

>1000 µg/mL). Para a espécie A. pyrifolium somente a fração alcaloídica (AP5.ALC) do caule 

apresentou uma atividade moderada com CIM de 125 e 250 µg/mL para S. aureus e B. 

subtilis, respectivamente (Tabela 5), e a CBM foi de 1000 µg/mL para ambas as bactérias. 

Esta fração (AP5.ALC) também demonstrou um atividade fraca contra C. parapsilosis e C. 

tropicalis (CIM: 500 µg/mL, para ambas as leveduras) (Tabela 6). 

A fração acetato de etila (AM4F.A) (CIM: 250 µg/mL) e a fração alcaloídica 

(AM4F.ALC) (CIM: 500 µg/mL) do caule de A. macrocarpon apresentaram atividade fraca 

para C. parapsilosis (Tabela 6). Os extratos e demais frações de A. macrocarpon não 

demonstraram atividade contra as bactérias testadas (CIM >1000 µg/mL). 

Contudo, segundo relatos da literatura para a espécie A. macrocarpon foram descritas 

atividade contra tripanosomatídeos, como apresentado por Mesquita et al. (2005) para o 

extrato hexano das folhas de A. macrocarpon contra formas amastigotas de T. cruzi (CI50: 

59,2  1,2%). E o estudo demonstrado por Mesquita et al. (2007), para o extrato etanólico da 

casca da raiz de A. macrocarpon com atividade contra o Plasmodium falciparum (CI50: 4,9  

1,1 g/mL). 
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Os outros extratos e frações das espécies de Aspidosperma descritas neste estudo e não 

demonstrados nas Tabelas 5 e 6, não apresentaram atividades sobre os micro-organismos 

testados neste trabalho, nas concentrações e técnica utilizada (CIM >1000 µg/mL).  

Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira et al. (2009a) com os extratos brutos 

etanólicos da casca do caule de diferentes espécies de Aspidosperma, entre elas A. dispermum, 

A. polyneurum e A. pyrifolium que apresentaram CIM > 1000 g/mL sobre as bactérias S. 

aureus, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa.  

 

Tabela 5 - Concentração Inibitória Mínima – CIM (g/mL) de A. tomentosum e da A. 

pyrifolium sobre bactérias Gram positiva e Gram negativa.  

 

Amostras 
Concentração Inibitória Mínima – CIM (µg/mL) 

S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa 

AT1 1000 500 >1000 >1000 

AP5 F.ALC 125 250 >1000 >1000 

Penicilina 0,019 - - - 

Vancomicina - 0,18 - - 

Tetraciclina - - 1,57 3,15 

AT1: Extrato etanólico da casca da raiz de A. tomentosum. AP5 F.ALC: Fração alcaloídica do extrato 

etanólico do caule de A. pyrifolium. Fonte: a autora, 2015. 

 

Tabela 6 - Concentração Inibitória Mínima – CIM (µg/mL) das frações de A. macrocarpon e 

da A. pyrifolium em espécies de Candida.  

 

Amostras 
Concentração Inibitória Mínima – CIM (µg/mL) 

C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis 

AM4.F.A >1000 250 1000 

AM4.F.ALC >1000 500 500 

AP5.ALC >1000 500 500 

Nistatina 1,56 1,56 3,12 

AM4.F.A: fração acetato de etila do caule de A. macrocarpon; AM4.F.ALC: fração 

alcaloídica do caule de A. macrocarpon; AP5.ALC: fração alcaloídica do caule de A. 

pyrifolium. Fonte: a autora, 2015. 

 

A atividade antimicrobiana dos extratos e frações das espécies de Aspidosperma 

testados contra as bactérias Gram positiva, Gram negativa, e espécies de Candida neste 

trabalho não apresentaram resultados significativos. Embora, resultados da literatura 
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descrevam a utilização de espécies de Aspidosperma do Suriname com atividade 

antimicrobiana, como a observada para os alcaloides do tipo secamina isolados do caule da 

casca da A. marcgravianum Woodson. Os alcaloides secamina: tetrahidro-secamina, 

decarbometóxi-tetrahidro-secamina e três alcaloides indólicos monoméricos: dihidro-

corinanteol, e os derivados filinos 10,11-dimetóxi-picrafilino e o hidroxi-dimetóxi-picrafilino 

foram ativos contra bactérias Gram positiva (S. aureus e B. subtilis) e os alcaloides indólicos 

aspidoscarpina, reserpinina e reserpilina apresentaram ação contra C. albicans, Aspergillus 

niger, P. aeruginosa e E. coli (VERPOORTE; RUIGROK e BAERHEIM, 1982).  

De acordo com Verpoorte et al. (1983), os alcaloides isolados da casca da raiz de A. 

excelsum Benthy apresentaram atividade contra a bactéria Gram positiva B. subtilis, a melhor 

atividade foi para o alcaloide 16-demotoxi-carbonil-tetrahidro-secamina (CIM de 0,07 

mg/mL).  

Granato et al. (2005) relataram a atividade antibacteriana para o extrato etanólico obtido 

da madeira da espécie A. polyneuron que apresentou ação contra Proteus mirabilis (halo de 21 

mm de inibição). Enquanto, Ferreira et al. (2003) realizaram um estudo com o extrato 

etanólico da raiz, caule e folha de A. polyneuron que foram inativos sobre os micro-

organismos Cladosporium herbarum, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, 

Trichoderma harzianum, Alternaria sp., Botryosphaeria sp., Pleurotus ostreatus, e contra a C. 

albicans.  

Outros resultados semelhantes aos relatados na Tabela 5 e 6, foram averiguados por 

Tanaka et al. (2006), onde o extrato metanólico da casca do caule da espécie de A. ramiflorum 

demonstrou atividade moderada contra B. subtilis (CIM: 250 g/mL) e S. aureus (CIM: 500 

g/mL), e foram inativos contra E. coli e P. aeruginosa (CIM: > 1000 g/mL). Entretanto, os 

alcaloides bis-indólicos ramiflorina A e ramiflorina B apresentaram boa atividade contra S. 

aureus (CIM: 25 g/mL) e Enterococcus faecalis (CIM: 50 g/mL). 

Souza et al. (2006) descreveram a atividade dos alcaloides ramiflorina A e B contra 

diferentes cepas do fungo Cryptococcus neoformans (CIM: 3,12 - 12,5 g/mL e CIM: 12,5 – 

25 g/mL, respectivamente). 

Segundo Agripino et al. (2004), o extrato bruto etanólico de galhos e folhas de A. 

ramiflorum e de A. olivaceum foram inativos contra S. aureus e C. albicans. 

Enquanto, Oliveira et al. (2009a) relataram que os extratos brutos etanólico de A. 

pyricolum e A. olivaceum foram moderadamente ativos contra B. subtilis (CIM/MBC: 125 e 
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250 g/mL e CIM/MBC: 250 e >1000 g/mL, respectivamente), e inativos para E. coli e S. 

aureus. 

Neste estudo (Tabela 5 e 6) a CIM demonstrada para o extrato etanólico da casca da raiz 

de A. tomentosum (AT1) foi fraca para S. aureus (CIM: 1000 µg/mL) e B. subtilis (CIM: 1000 

µg/mL), sendo inativas para as bactérias Gram negativas testadas. Nenhum extrato de A. 

tomentosum testado apresentou atividade contra as espécies de Candida. 

Segundo relatos da literatura, o extrato etanólico de A. tomentosum demonstrou 

atividade sobre formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, e uso etnofarmacológico como 

anti-hiperlipêmico, sendo que a própria população cita o uso desta espécie com atenção, em 

função dos seus efeitos tóxicos (SILVA et al., 2010). Também foi relatada, a ação 

antiproliferativa sobre linhagens de células tumorais humanas (células mamárias e 

pulmonares), da fração terpênica do extrato diclorometano das partes aéreas de A. tomentosum 

(KOHN et al., 2006). 

A fração alcaloídica (AP5.ALC) obtida do caule da espécie A. pyrifolium demonstrou 

atividade moderada para S. aureus e B. subtilis (CIM: 125 e 250 µg/mL, respectivamente) 

(Tabela 9), e atividade fraca contra C. parapsilosis (CIM: 500 µg/mL) e C. tropicalis (CIM: 

500 µg/mL) (Tabela 6). 

Entretanto, de acordo com a literatura os extratos etanólicos da casca do caule, do fruto 

e da raiz de A. pyrifolium apresentaram atividade inseticida contra larvas de Plutella xylostella 

com taxas de mortalidade de 51,7  11,6% para o extrato da casca do caule, de 13,3  2,0% 

para o extrato da raiz e 11,7  3,3% para o extrato do fruto. Sub-frações obtidas do extrato 

etanólico da casca do caule apresentaram 100,0  0,0% de mortalidade sobre as larvas P. 

xylostella, a atividade inseticida destas sub-frações foi relacionada com a presença dos 

alcaloides monoterpenoides indólicos: aspidofractina, 15-demotoxipirifolina e N-

formilaspidofractina isolados de A. pyrifolium por Trindade et al. (2008). 

Apesar dos resultados, apresentados na Tabela 5 e 6 sobre os micro-organismos não 

terem sido promissores, a investigação da atividade antibacteriana e antifúngica destas 

espécies de Aspidosperma podem ser investigadas novamente, após realização de nova coleta, 

e processamento de extratos, a fim de, averiguar possíveis diferenças na constituição química 

destes. Bem como, o fracionamento mais detalhado, para investigar se a atividade de alguma 

substância isoladamente possa ser maior que o extrato bruto ou a fração, frente a esses micro-

organismos, usados neste estudo ou frente a outros fungos ou bactérias. 
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Devem-se considerar também os fatores relacionados aos micro-organismos, como por 

exemplo, a membrana externa das bactérias Gram negativas, sabe-se que esta representa uma 

barreira que impede a penetração de diversos antibióticos, e o espaço periplasmático contém 

enzimas que são capazes de degradar moléculas exógenas (TANAKA et al., 2006). Endo et al. 

(2012) relataram sobre a presença de biofilmes produzidos por C. albicans que podem levar à 

resistência destas leveduras a ação de agentes antifúngicos e de extratos de plantas. 

Por isto, estudos relacionados à ação de plantas, sobre bactérias e fungos são 

continuamente foco de estudos, visando à obtenção de novas entidades químicas, seja na 

atividade desta e/ou mecanismo de ação, ou sinergismo com medicamentos padrão sobre os 

micro-organismos. Para suprir diversos mecanismos de resistência, desenvolvidos pelas 

bactérias e fungos aos antibióticos de referência. 

 

5.2 - Avaliação da Atividade Antileishmania in vitro dos Extratos Brutos de A. 

macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium Contra Formas Promastigotas de L. 

amazonensis, Efeito Citotóxico sobre Células LLCKM2 e Índice de Seletividade. 

 

Para avaliação da atividade antileishmania, foram selecionados os extratos brutos das 

três espécies de Aspidosperma descritas neste estudo. Sendo testadas também, as frações 

alcaloídicas do caule da A. macrocarpon e do caule da A. pyrifolium.  

Foi considerado para o índice de seletividade (IS) valores maiores que 1 (um), como 

representando maior seletividade para a atividade contra o protozoário e valores menores que 

1 (um) como apresentando maior toxicidade sobre células de mamíferos, nas análises para as 

células LLKCM2 e posteriormente, para os macrófagos J774-A1 (TIUMAN et al., 2005). 

O extrato com o melhor IS foi selecionado para continuação dos estudos antileishmania 

e químico bioguiado. 

O extrato bruto do fruto de A. pyrifolium foi o extrato com a melhor atividade descrita 

neste estudo, com CI50 de 18,52  7,75 g/mL, contudo, assim como o extrato da casca do 

caule de A. tomentosum, este apresentou um CC50 (28,95  4,50 g/mL) muito próximo a 

CI50, embora o valor do índice de seletividade tenha sido maior que um (IS: 1,56) (Tabela 7). 

Os demais extratos da espécie A. pyrifolium apresentaram CI50 acima de 250 g/mL, sobre às 

promastigotas de L. amazonensis descritas neste estudo, inclusive a fração alcaloídica do 

caule (CI50: 680,00  113,14 g/mL) (Tabela 7). 
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De acordo com dados da literatura, os extratos brutos do caule e da casca do caule de A. 

pyrifolium foram inativos sobre o protozoário P. falciparum (BOURDY et al., 2004; DE 

PAULA; DOLABELA e OLIVEIRA, 2014). Entretanto, os alcaloides aspidospermina e N-

formil-aspidospermidina presentes na A. pyrifolium foram ativos sobre o P. falciparum 

(MITAINE-OFFER et al., 2002). Estes dados sugerem que o alcaloide isolado desta espécie é 

mais ativo, do que o fitocomplexo sobre este protozoário. 

 

Tabela 7 - Avaliação da atividade antiproliferativa sobre formas promastigotas de L. 

amazonensis dos extratos brutos e frações de A. macrocarpon, A. tomentosum e 

A. pyrifolium. 

 

Extrato Bruto e Frações/Partes 

Utilizadas 
CI50 (g/mL) 

Promastigotas 

CC50 (g/mL) 

LLCMK2 
IS 

A. macrocarpon - Folhas 100,25  14,49 25,90  4,37 0,26 

A. macrocarpon - Caule 925,00  106,1 NR NR 

A. macrocarpon - Caule - AM4F.O.1 153,70  5,6 238,87  10,30 1,55 

A. macrocarpon - Caule - Fração 

alcaloídica 
166,65  7,28 325,40  4,49 1,95 

A. macrocarpon - Casca do Caule 151,5  2,12 989,00  67,18 6,52 

A. tomentosum - Casca da raiz 160,70  15,13 248,33  47,52 1,54 

A. tomentosum - Casca do caule 61,50  2,12 48,85  1,63 0,79 

A. tomentosum - Caule 264,40  26,73 302,50  10,61 1,14 

A. tomentosum - Raiz 256,80  9,62 415,00  7,07 1,62 

A. pyrifolium - Casca do caule 350,00  53,03 NR NR 

A. pyrifolium - Caule 553,55  136,40 NR NR 

A. pyrifolium - Caule - Fração 

alcaloídica 
680,00  113,14 NR NR 

A. pyrifolium - Fruto 18,52  7,75 28,95  4,50 1,56 

A. pyrifolium - Flor 336,10  19,66 NR NR 

A. pyrifolium - Raiz > 1000 NR NR 

Legenda: NR: não realizado; AM4F.O.1: precipitado orgânico obtido do processo de extração do 

extrato bruto do caule de A. macrocarpon para obtenção da fração alcaloídica (Fluxograma 2). Fonte: 

a autora, 2015. 

 

Como descrito anteriormente neste estudo, Trindade et al. (2008) avaliaram a atividade 

inseticida de A. pyrifolium sobre as larvas de Plutella xylostella. O extrato etanólico da casca 

do caule resultou em 51,7% de mortalidade sobre as larvas, quando comparado com o extrato 

do fruto e raiz. Entretanto, a fração alcaloídica da casca do caule de A. pyrifolium que contém 

os alcaloides indólicos monoterpenos aspidofractina, 15-demotoxi-pirifolina e o N-formi-
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aspidofractina (ARAÚJO JÚNIOR et al., 2007) apresentaram 100% de mortalidade sobre as 

larvas de P. xylostella (TRINDADE et al., 2008). Torres, Barros e Oliveira (2001) relataram 

que o extrato aquoso da casca do caule de A. pyrifolium também produziu 100% de 

mortalidade nas mesmas larvas.  

O segundo extrato mais ativo sobre formas promastigotas de L. amazonensis descrito 

neste estudo, foi o da casca do caule de A. tomentosum, com CI50 de 61,50  2,12 g/mL, 

contudo o IS foi menor que 1 (IS: 0,29), pois a CC50 (48,85  1,63 g/mL) foi menor que a 

atividade deste extrato sobre o parasito. Outro extrato, com atividade interessante foi o da 

casca da raiz de A. tomentosum com CI50 de 160,70  15,13 g/mL e IS de 1,54 (Tabela 7). 

De acordo com Kohn et al. (2006), o extrato bruto diclorometano das partes aéreas de A. 

tomentosum apresentou atividade antiproliferativa citocida de 46% sobre as células tumorais 

da linhagem MCF7 (mama), em uma concentração dose-dependente. 

Um levantamento etnobotânico avaliou o uso de espécies pela população como anti-

hiperlipêmicas e anorexígena, a planta mais citada foi a A. tomentosum. Contudo, os 

entrevistados relataram que a planta deveria ser utilizada em pequenas quantidades por dia, 

devido aos efeitos tóxicos (SILVA et al., 2010). 

Segundo Dolabela et al. (2012) o extrato etanólico da madeira, folhas e frutos de A. 

tomentosum apresentaram atividade sobre o protozoário P. falciparum, com CI50 de 26,5, 

23,75 e 20,52 g/mL, respectivamente. 

Por fim, o extrato bruto da casca do caule de A. macrocarpon demonstrou ser um dos 

mais promissores, considerando a atividade frente ao parasito com CI50 de 151,5  2,12 

g/mL e o IS de 6,52 predizendo uma toxicidade relativa maior para o parasito, do que para a 

linhagem de células LLCKM2 (CC50: 989,00  67,18 g/mL). O extrato das folhas de A. 

macrocarpon apresentou CI50 de 100,25  14,49 g/mL, e CC50 de 25,90  4,37 g/mL, e o 

IS foi inferior a 1 (IS extrato folhas: 0,26) demonstrando maior toxicidade para a célula do 

que para o parasito. 

Segundo Mesquita et al. (2005), o extrato bruto hexânico das folhas de A. macrocarpon 

avaliado contra amastigotas de T. cruzi apresentou CI50 de 59,2  1,2 g/mL. Em outro 

estudo, os autores avaliaram o extrato etanólico da casca da raiz de A. macrocarpon contra o 

P. flaciparum que apresentou CI50 de 4,9 g/mL, com IS de 16,2 avaliados sobre células 

pulmonares humanas (MESQUITA et al., 2007). 

As frações foram obtidas pelo processo de isolamento de alcaloides do extrato bruto do 

caule de A. macrocarpon (AM4F.O.1 - CI50: 153,70  53,60 g/mL; Fração alcaloídica - CI50: 
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166,65  7,28 g/mL) demonstrando maior atividade sobre o parasito, do que o extrato bruto 

do caule de A. macrocarpon (CI50: 925,00  67,18 g/mL) (Tabela 9). Apesar da CI50 da 

fração alcaloídica ser menor do que o apresentado pelo extrato bruto, por se tratar de fração 

com a presença majoritária de alcaloides, esperava-se uma ação melhor sobre os parasitos.  

Como o observado por Tanaka et al. (2007), para o extrato alcaloídico (DL50 de 47  1 

g/mL) da casca do caule de A. ramiflorum sobre formas promastigotas de L. amazonensis, 

que foi menos ativo, do que os alcaloides isolados ramiflorina A (DL50 de 16,3  1,6 g/mL) 

e ramiflorina B (DL50: 4,9  0,9 g/mL). 

Cunha et al. (2012), também evidenciaram a atividade antileishmania das frações 

alcaloídicas do caule e folhas de A. ramiflorum sobre promastigotas de L. amazonensis. 

Grande parte do estudo biológico envolvendo espécies de Aspidosperma atribui as 

atividades biológicas aos alcaloides indólicos, muitos destes relataram a ação dos extratos, 

frações e alcaloides isolados sobre protozoários, como o P. falciparum. Entre, o relato de uso 

popular das Aspidosperma destacou-se o uso sobre problemas cutâneos e febris, e por isto há 

relatos e interesse contínuo no estudo das espécies vegetais deste gênero em Leishmania spp.  

Com base na explanação dos dados da Tabela 7 descritos acima, foi selecionado para 

continuação dos estudos sobre a atividade antileishmania e químico bioguiado o extrato bruto 

da casca do caule de A. macrocarpon, por este apresentar o melhor IS, comparado com os 

demais extratos e frações testadas.  

 

5.3 - Estudo Químico do Extrato Etanólico e Frações da Casca do Caule de A. 

macrocarpon 

 

O extrato bruto etanólico da casca do caule de A. macrocarpon foi selecionado a partir 

do estudo microbiológico bioguiado (item 5.2), para realização do fracionamento. Foram 

obtidas como descrito anteriormente (item 4.1.7, Fluxograma 6), a fração hexano, 

clorofórmio, acetato de etila e metanol.  

A CCD na Figura 14 revelada com o reagente de anisaldeido (imagem A) apresentou 

manchas que podem estar relacionadas aos princípios ativos como esteroides, óleos essenciais 

ou terpenos, saponinas agliconas e substâncias fenólicas (JORK et al., 1990; WAGNER; 

BLADT, 1996;WALL, 2005). Assim como, o reagente de vanilina sulfúrica (CCD B), este 

quando em contato com moléculas orgânicas na CCD originam manchas coloridas que podem 
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ser indicativas de alcaloides, substâncias fenólicas, óleos essenciais e esteroides (JORK et al., 

1990; WAGNER; BLADT, 1996;WALL, 2005).  

 

Figura 14 - Cromatografias em camada delgada (CCD) do extrato bruto etanólico (EB) e das 

frações: hexano (H), clorofórmio (C), acetato de etila (A) e metanol (M) obtido 

da casca do caule da A. macrocarpon.  

 

 

Legenda: Fase móvel (FM) utilizada para as CCDs: Clorofórmio:Metanol (9:1), sendo a CCD A e C 

coeluídas duas vezes nesta FM, a CCD B uma vez e a CCD D 3 vezes. (A) Revelador de Anisaldeido, 

(B) Revelador Vanilina Sulfúrica, (C) Revelador de Dragendorff, (D) Revelador de Reagente NP-

PEG. Fonte: a autora, 2015. 

 

Estes reagentes são comumente utilizados em análise qualitativa de CCDs como 

reveladores, são considerados reagentes universais por revelarem diversos grupos de 

moléculas orgânicas, formando corantes do tipo trifenilmetano (JORK et al., 1990; 

WAGNER; BLADT, 1996;WALL, 2005).  

A fim de identificar de maneira mais específica, determinado grupo de substâncias, 

utilizou-se o reagente de Dragendorff na CCD C da Figura 14, este reagente é utilizado para 

visualização de substâncias orgânicas nitrogenadas, como os alcaloides (JORK et al., 1990; 

CHAVES, 1997). Na CCD C foi possível verificar a presença de manchas alaranjadas em 

especial no extrato bruto etanólico da casca do caule de A. macrocarpon, na fração 

clorofórmio e metanólica. A mancha marrom visualizada na CCD C, referente à fração 
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acetato de etila, já demonstrava esta coloração antes da revelação com o reagente de 

Dragendorff. 

Outra CCD do extrato e das frações da casca do caule de A. macrocarpon, após, ser 

eluída foi revelada com o reagente de NP-PEG (Figura 14 – CCd D). Este reativo 

normalmente é utilizado para identificação de flavonoides, em particular na presença da 

quercetina, mirecetina e derivados 3- ou 7-O-glicosídeos, onde apresentam manchas de 

coloração de amarelo a alaranjado (ANDERSEN; MARKHAN, 2006). A CCD D (Figura 14) 

apresentou mancha de coloração alaranjada para o extrato bruto etanólico, para fração 

clorofórmio, fração metanol e para a fração acetato de etila, sendo negativo para fração 

hexânica. 

 

5.3.1 - Prospecção Fitoquímica do Extrato Bruto e Frações da Casca do Caule de 

A. macrocarpon 

 

Para os ensaios de prospecção fitoquímica foram utilizados o extrato bruto etanólico da 

casca do caule de A. macrocarpon e suas frações hexano (F.H), clorofórmio (F.CHCl3), 

acetato de etila (F.A) e metanol (F. MeOH), a fim de caracterizar de forma qualitativa a 

presença dos grupos de metabólitos secundários, através de reações de precipitação e 

coloração características (metodologias descritas no Anexo A). 

Na Tabela 8 estão descritos os resultados, que foram positivos para a presença de 

compostos fenólicos, taninos e flavonoides, tanto para o extrato bruto da casca do caule de A. 

macrocarpon, quanto para as frações F.CHCl3, F.A e F.MeOH.  

Os ensaios para determinação da presença de alcaloides foram positivos para o extrato 

bruto e para as frações F.CHCl3 e F.MeOH. Enquanto, a presença de esteroides foi positiva 

para o extrato bruto e as frações F.H, F.CHCl3 e F.MeOH (Tabela 8). 

Os dados supracitados, sobre a presença qualitativa de esteroides no extrato bruto e 

frações da casca do caule de A. macrocarpon, coincidem com os relatos descritos na literatura 

para o caule de A. macrocarpon, da qual foi isolado a mistura de esteroides estigmasterol, 

sistosterol e campesterol (AQUINO, 2012). 

Os resultados para presença de alcaloides na prospecção fitoquímica corrobora com o 

visualizado na CCD C da Figura 14, onde foi verificada a presença de manchas alaranjadas, 

após revelação com o reagente de Dragendorff, em especial para a fração F.CHCl3 e F.MeOH.  

Os alcaloides são considerados marcadores quimiotaxonômicos das espécies de 

Aspidosperma, como já descrito anteriormente neste estudo. De acordo com dados da 
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literatura foram isolados alcaloides indólicos da semente, da casca do caule e das folhas da A. 

macrocarpon (FERREIRA FILHO et al., 1966; MITAINE et al., 1996; BANNWART et al., 

2013a). 

 

Tabela 8 - Prospecção fitoquímica do extrato bruto etanólico da casca do caule de A. 

macrocarpon e suas frações (hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol). 

 

Análise Qualitativa EB-AM-cc F.H. F.CHCl3 F.A F.MeOH 

Fenóis e Taninos P N P P P 

Antocianinas e Antocianidinas N N N N N 

Leucoantocianidinas N N N N N 

Flavonas, Flavonois, 

Flavononas, Flavononois e 

Xantonas 
P N P P P 

Chalconas e Auronas N N N N N 

Catequinas N N N N N 

Alcaloides P N P N P 

Esteroides  P P P P N 

Triterpenos N N N N N 

Saponinas N N N N N 

Antraquinonas, Antronas e 

Cumarinas 
N N N N N 

Legenda: P – positivo; N – negativo; EB-AM-cc: extrato bruto etanólico da casca do caule 

de A. macrocarpon; F.H.: fração hexano; F.CHCl3: fração clorofórmio; F.A.: acetato de etila; 

F.MeOH: fração metanol. Fonte: a autora, 2015. 

 

A presença de substâncias fenólicas como os metabólitos secundários da classe dos 

flavonoides foram positivos na análise qualitativa para o extrato bruto e frações CHCl3, F.A e 

F.MeOH da casca do caule de A. macrocarpon (Tabela 8), assim como foram caracterizados 

de forma qualitativa na CCD D (Figura 14), depois da revelação com reagente de NP-PEG. 

Os flavonoides também foram isolados de espécies de Aspidosperma, embora seja 

escasso o relato desta classe de substâncias na literatura para as espécies do gênero 

Aspidosperma. Como o descrito por BANNWART et al (2013a; 2013b) que isolaram pela 

primeira vez das folhas de A. macrocarpon o flavonoide quercetina 3-O--L-raminopiranosil 

(1’’’→ 6’’)--glucopiranosídeo (rutina).  
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5.3.2 - Fração Clorofórmica da Casca do Caule de A. macrocarpon 

 

Com base nos resultados dos estudos bioguiados para atividade antileishmania descritos 

posteriormente (item 5.4), a fração clorofórmica obtida da casca do caule de A. macrocarpon, 

foi selecionada e fracionada para busca das substâncias ativas (Fluxograma 7).  

 

5.3.3 - Isolamento da F.153-172 obtida da Fração Clorofórmica da Casca do Caule 

de A. macrocarpon 

 

As frações F.153-157, F.158-160, F.161-162, F.163-172, após revelação da CCD com 

reagente de Dragendorff (Fluxograma 7), apresentaram manchas alaranjadas, sugerindo a 

presença de substâncias alcaloídicas. Então, estas frações foram reunidas e originaram a 

fração codificada de F.153-172 com rendimento de 14,43% (288,6 mg), quando comparada 

com a quantidade da fração F.CHCl3 utilizada no fracionamento. A fração F.153-157 e a 

F.163-172 foram submetidas ao ensaio antileishmania (item 5.4). 

A fração F.153-172 foi submetida ao fracionamento por CCDP, e apresentou uma 

mancha única em linha, indicada com as setas na Figura 15, sugestiva de alcaloide devido à 

presença da coloração alaranjada, após revelação com reagente de Dragendorff. Após 

separação, esta foi encaminhada para análises de RMN de 
1
H e 

13
C. A amostra foi codificada 

com a mesma sigla da fração de origem: F.153-172.  

 

Figura 15 - Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) da subfração F.153-172 

isolada da fração F.CHCl3 da casca do caule de A. macrocarpon. 
 

 
 

Legenda: Fase móvel utilizada para a CCD: Clorofórmio:Acetato de Etila:Metanol (1:4:1). (A) Luz 

ultravioleta - 254 nm, (B) faixa alaranjada - Revelador de Dragendorff, faixa branca, separadas por 

linhas cinzas - local onde foi raspada a sílica para recuperação da amostra. Flechas pretas indicam a 

faixa sugestiva do alcaloide de interesse. Fonte: a autora, 2015.  
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5.3.3.1 - Caracterização Química da Amostra F.153-172 Isolada da Fração 

Clorofórmio da Casca do Caule de A. macrocarpon 

 

A amostra F.153-172 é solúvel em clorofórmio, apresenta aspecto amorfo e coloração 

amarelo/castanho, foi isolada da subfração F.153-172 obtida da fração F.CHCl3 da casca do 

caule de A. macrocarpon, e apresentou rendimento de 0,1% (62,3 mg), em relação a porção 

do extrato bruto da casca do caule de A. macrocarpon fracionada (70 g). A F.153-172 foi 

submetida à análise de RMN de 
1
H e 

13
C. 

Os deslocamentos químicos obtidos nos espectros de 
1
H e 

13
C da F.153-172 foram 

comparados com os descritos na literatura para o alcaloide de núcleo indólico do tipo 

copsano, denominado de copsanona (Tabelas 9 e 10 e Figuras 16, 17 e 18) (MAGNUS et al., 

1984; BANNWART, 2012). 

No espectro de 
1
H foram observados sinais de deslocamentos químicos de hidrogênios 

metínicos do anel aromático pertencente ao núcleo indólico, os H foram em 7,30 (ddd; J = 

0,6; 1,4; 7,3; 1H); referente ao H9, H em 6,79 (td; J = 1,0; 7,4 1H) do H10; H em 7,06 (td; J 

= 1,3; 7,7; 1H) para o H11 e H em 6,67 (dt; J = 0,7; 7,8; 1H) para o H12. Outros sinais de 

hidrogênios metínicos foram observados com  em 2,57 (ddd; J = 1,9; 4,9; 10,6; 1H); 2,69 

(dt; J = 1,4; 10,9; 1H) e 3,38 (d; J = 2,1; 1H), referentes aos hidrogênios 6, 16 e 21, estes 

encontram-se mais desblindados que os demais hidrogênios, pela posição  ao nitrogênio e ao 

carbono da carbonila na cadeia cíclica alquílica (Tabelas 9). Além destes, também foram 

observados os hidrogênios metilênicos H5 (dd; J = 4,9; 9,6; 1H), H5’ 3,51 (t; J = 9,9; 1H) e 

H3 3,03 (m; 2H) próximos ao nitrogênio 4 (Tabela 9 e Figuras 16, 17 e 18). 
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Tabela 9 - Dados de RMN de 
1
H (300 MHz, Clorofórmio-d) para a fração F.153-172, 

comparados com valores descritos na literatura para copsanona, demonstrada 

abaixo. 

N

N

O

H

213

22
21

35

6

78

9

10

11

12

15

14

16 17
19

18

 

Hidrogênio 
F.153-172 

H* 

Copsanona
1
 

H* (CD3OD) 

3 3,03 (m; 2H) 3,02 (m) 

5 3,13 (dd; J = 4,9; 9,6; 1H) 3,14 (dd; J = 5,1; 9,9) 

5' 3,51 (t; J = 9,9; 1H) 3,45 (t; J = 9,9) 

6 2,57 (ddd; J = 1,9; 4,9; 10,6; 1H) 2,42 (ddd; J = 1,8; 5,1; 9,9) 

9 7,30 (ddd; J = 0,6; 1,4; 7,3; 1H) 7,34 (dd, J = 1,2; 7,5) 

10 6,79 (td; J = 1,0; 7,4 1H) 6,70 (td, J = 0,9; 7,5) 

11 7,06 (td; J = 1,3; 7,7; 1H) 6,99 (td; J = 1,2; 7,5) 

12 6,67 (dt; J = 0,7; 7,8; 1H) 6,63 (d; J = 7,5) 

14  1,27 – 1,36 (m) 

14'  1,83 – 1,92 (m) 

15  1,31 – 1,40 (m) 

15'  1,50 (dt; J = 3,0; 13,5) 

16 2,69 (dt; J = 1,4; 10,9; 1H) 2,65 (dt; J = 1,2; 10,8) 

17  1,63 – 1,74 (m) 

17' 2,04 (d; J = 15,4; 1H) 2,02 (dd; J = 3,0; 15,0) 

18  1,66 – 1,89 (m) 

19  1,29 – 1,35 (m) 

21 3,38 (d; J = 2,1; 1H) 3,37 (d; J = 1,8) 

 1,96 – 1,30 (m)  

*Deslocamentos químicos em ppm (H) com referência ao sinal residual do clorofórmio-d e constantes 

de acoplamento (J, entre parênteses) em Hz. 
1
Bannwart (2012). Fonte: a autora, 2015.
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Figura 16 - Espectro de RMN de 
1
H da fração F.153-172 (300 MHz, Clorofórmio-d) (A) espectro total, (B) expansões e (C) copsanona. 

 

  

Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 17 - Expansões do espectro de RMN de 
1
H da fração F.153-172 (300 MHz, Clorofórmio-d) e estrutura química da copsanona.  

 

  

Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 18 - Expansões do espectro de RMN de 
1
H da fração F.153-172 (300 MHz, Clorofórmio-d) e estrutura química da copsanona.  

 

 

Fonte: a autora, 2015.
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Os demais sinais de deslocamentos químicos referentes aos hidrogênios metilênicos 

alifáticos (H14, H14’, H15, H15’, H17, H17’, H18 e H19) não foram discriminados para a 

F.153-172, pois a região que estes foram descritos na literatura é também uma região típica de 

hidrogênios metilênicos ( entre 1,2 e 1,8) de cadeia alquílica de hidrocarbonetos de graxa, 

que podem estar presentes na F.153-172 sobrepondo os sinais (Tabela 9 e Figuras 16, 17 e 18) 

(PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).  

Os sinais de hidrogênios com  entre 1,96 e 1,30 (Tabela 9) representa a região 

supracitada e também foi descrita para a copsanona por Magnus et al. (1984) que relatou a 

presença de deslocamentos químicos referentes a 9 hidrogênios na região entre 1,90 e 1,20 

ppm (m). 

Os espectros de 
13

C e DEPT 135 e 90 da F.153-172 (Tabelas 10 e Figuras 19 e 20) 

evidenciaram sinais relacionados aos carbonos aromáticos com  de 123,1 (C9), 119,8 (C10), 

127,9 (C11), 111,1 (C12) e os sinais dos carbonos aromáticos quaternário com  em 133,8 

(C8) e 150,9 (C13). Em  de 218,3 foi verificado a presença do carbono da carbonila (C22).  

Os carbonos metilênicos em posição  ao nitrogênio da cadeia cíclica alquílica 

apresentaram  em 46,8 (C3), 54,4 (C5) e 70,5 (C21) mais desblindados quando comparados 

aos demais carbonos metilênicos da cadeia cíclica alquílica (C14, C15, C17, C18, C19 e C20) 

(Tabela 10 e Figuras 19 e 20). Os carbonos metínicos em posição  ao carbono da carbonila 

apresentaram deslocamentos químicos em 57,5 (C6) e 52,5 (C16) ppm, e o hidrogênio 

metínico C2 com  de 69,7 devido a posição  ao nitrogênio da anel indólico (Tabela 10). Os 

sinais dos carbonos visualizados no DEPT 135 e 90 (Figura 20) auxiliaram nas atribuições da 

posição dos carbonos. 

Os deslocamentos químicos de 
1
H e 

13
C apresentados para a F.153-172 (Tabelas 9 e 10) 

foram compatíveis com os relatados da literatura para a copsanona (MAGNUS et al., 1984; 

BANNWART, 2012). Pode-se sugerir que a F.153-172 é constituída majoritariamente pela 

substância () copsanona. 

O alcaloide copsanona já foi descrito na literatura para a espécie A. macrocarpon, sendo 

isolado das cascas do caule e das folhas desta espécie (FERREIRA FILHO et al., 1966; 

PEREIRA et al., 2007; BANNWART, 2012). Além da copsanona foram isolados outros 

alcaloides indólicos com núcleo copsano da A. macrocarpon como a copsanona-N-óxido, 

copsanol, copsanol-N-óxido, 18-epicosanol, lactamaepicosanol, copsinina. Entre outros 

alcaloides, como a vicadiformina e a ervinceina (MITAINE et al., 1996; FERREIRA FILHO 

et al., 1966; PEREIRA et al., 2007; BANNWART, 2012). 
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Tabela 10 - Dados de RMN de 
13

C e DEPT 135 e 90 da fração F.153-172 (75 MHz, 

clorofórmio-d), comparados com valores de deslocamentos químicos descritos 

na literatura para copsanona, demonstrada abaixo. 

 

N

N

O

H

213

22
21

35

6

78

9

10

11

12

15

14

16 17
19

18

 
 

Carbono F.153-172 

C* 

Copsanona
1
 

C*(CD3OD) 

2 69,7 70,5 

3 46,8 47,6 

5 54,4 55,0 

6 57,5 58,7 

7 63,3 64,6 

8 133,8 134,8 

9 123,1 123,8 

10 119,8 120,2 

11 127,9 128,9 

12 111,1 111,8 

13 150,9 153,0 

14 15,6 16,2 

15 34,1 34,7 

16 52,5 53,5 

17 33,8 34,4 

18 24,3 24,2 

19 36,5 37,4 

20 29,9 32,1 

21 70,5 71,6 

22 218,3 220,2 

*Deslocamentos químicos em ppm (H) com referência ao sinal residual do clorofórmio-d. 
1
Bannwart (2012). Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 19 - Espectro de RMN de 
13

C da fração F.153-172 (75 MHz, Clorofórmio-d), (A) espectro total (B) expansões, (C) copsanona.  

 

 

Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 20 - Espectro de RMN de 
13

C (A) e DEPT
 
135 e 90 (B) da fração F.153-172 (75 MHz, Clorofórmio-d), (C) copsanona.  

 

Fonte: a autora, 2015. 
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5.4 - Avaliação da Atividade sobre Formas Promastigotas e Amastigotas Axênica de L. 

amazonensis, Efeito Citotóxico em Macrófagos J774-A1 e Índice de Seletividade do 

Extrato Bruto, Frações e Substâncias Isoladas da Casca do Caule de A. 

macrocarpon. 

 

As frações hexano (F.H), clorofórmio (F.CHCl3), acetato de etila (F.A) e metanólica 

(F.MeOH) obtidas do extrato bruto da casca do caule de A. macrocarpon (Fluxograma 6) 

foram avaliadas nos ensaios antiproliferativos sobre formas promastigotas e amastigotas 

axênicas de L. amazonensis. 

As frações mais ativas sobre as formas promastigotas de L. amazonensis foram à fração 

F.CHCl3 e a F.A, com CI50 de 29 g/mL para ambas. A F.MeOH apresentou CI50 de 173,5 

g/mL, enquanto, que a F.H foi inativa nas concentrações utilizadas neste estudo (CI50 > 

1000) (Tabela 11).  

De acordo com o demonstrado no Fluxograma 7, das 38 frações isoladas da F.CHCl3 

algumas delas apresentaram positividade na presença do reagente de Dragendorff, indicando a 

possibilidade de ser substância alcaloídica. As frações foram selecionadas com base nas 

diferenças que demonstraram na CCD, para a avaliação da atividade sobre formas 

promastigotas de L. amazonensis nas concentrações de 100, 50 e 10 g/mL, e se necessário 

foram utilizadas concentração menores. Este ensaio bioguiado foi realizado a fim de encontrar 

uma ou mais substâncias ativas presentes nas frações. 

Contudo, nos resultados apresentados para as substâncias positivas ao reagente de 

Dragendorff (Fluxograma 7) selecionadas (F-153-157; F-163-172; F-310-315; F-316-320; F-

321-325; F-326-328) para o ensaio antiproliferativo sobre promastigotas de L. amazonensis 

não apresentaram atividade significativa, quando comparadas a CI50 de 29 g/mL da 

F.CHCl3, da qual foram isoladas (Tabela 11).  

A copsanona (item 5.3.3.1) (CI50: 31,77  1,85 g/mL) não demonstrou atividade 

significativa sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, quando comparado à atividade 

da fração de origem (Tabela 11). Quando avaliada frente à forma amastigota axênica de L. 

amazonensis a copsanona apresentou CI50 de 94,24  6,87 g/mL, e sobre os macrófagos 

J774-A1 demonstrou CC50 de 393,63  3,39 g/mL (IS de 12,39 para formas promastigotas, e 

um IS de 4,18 para amastigotas), caracterizando maior seletividade para o parasito do que 

para as células (Tabela 11). 
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Tabela 11 - Atividade antiproliferativa do extrato bruto, frações e substância isolada sobre 

formas promastigotas e amastigotas axênicas de L. amazonensis, ação citotóxica 

sobre macrófagos J774-A1 e IS. 

 

Amostras 

Macrófago 

J774-A1 
Promastigotas IS 

Amastigotas 

Axênicas 
IS 

CC50 (g/ml) CI50 (g/ml) CC50/CI50 CI50 (g/ml) CC50/CI50 

EB-AM-cc 570,0  5,56 151,5  2,12 3,76 78,00  8,48 7,31 

F.H NR > 1000 NR NR NR 

F.CHCl3 40  1,5 29,00  1,65 1,40 88,78 5,93 0,50 

F.A 63,37  0,62 29,50  0,95 2,15 23,80  0,28 2,66 

F.MeOH NR 173,5  3,23 NR 90,95  5,72 NR 

F-03 NR > 100 NR NR NR 

F-12-21 NR > 100 NR NR NR 

F-25-29 NR > 100 NR NR NR 

F-45-47 NR > 100 NR NR NR 

F-59-62 NR > 100 NR NR NR 

F-63 NR 91,31  3,23 NR NR NR 

F-82-87 NR 30,40  1,25 NR NR NR 

F-105-106 NR > 100 NR NR NR 

F-111-112 NR > 100 NR NR NR 

F-111 ptdo 

branco 
NR > 100 NR NR NR 

F-128-132 NR 25,88  2,22 NR NR NR 

F-148-152 NR 34,25  1,66 NR NR NR 

F-153-157 NR 40,66  1,98 NR NR NR 

F-163-172 NR 105,75  2,74 NR NR NR 

F-163 ptdo 

branco 
NR > 100 NR NR NR 

F-193-202 NR 57,37  0,23 NR NR NR 

F-203-222 98,07  0,72 2,31  0,08 42,45 4,32 ± 0,95 22,70 

F- 223-232 NR 69,70  3,17 NR NR NR 

F-233-248 NR > 100 NR NR NR 

F-250-255 NR > 100 NR NR NR 

Continua  
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continuação Tabela 11 

F-256-260 NR 88,52  6,24 NR NR NR 

F-261-268 NR 49,45  2,57 NR NR NR 

F-269-272 NR 63,92  4,32 NR NR NR 

F-281-300 NR 95,53  5,73 NR NR NR 

F-305-306 NR 113,04  6,97 NR NR NR 

F-307-309 NR 64,16  2,53 NR NR NR 

F-310-315 NR 98,28  3,39 NR NR NR 

F-316-320 NR 89,74  7,40 NR NR NR 

F-321-325 NR > 100 NR NR NR 

F-326-328 NR 51,59  2,06 NR NR NR 

F-331-335 NR 62,16  4,28 NR NR NR 

F-336-337 NR 54,38  2,43 NR NR NR 

F-346-349 NR 71,55  8,79 NR NR NR 

F-361-365 NR 99,70  4,44 NR NR NR 

F-371-375 NR 65,88  7,98 NR NR NR 

F-376-385 NR 58,42  7,21 NR NR NR 

F-406-410 NR > 100 NR NR NR 

F-421-426 NR > 100 NR NR NR 

Copsanona 393,63  3,39 31,77  1,85 12,39 94,24 ± 6,87 4,18 

Anfotericina B 3,17  0,74 0,1  0,01 31,70 NR NR 

Legenda: Anfotericina B: controle positivo; EB-AM-cc: extrato bruto da casca do caule de A. 

macrocarpon; F.H: fração hexano; F.CHCl3: fração clorofórmio; F.A: fração acetato de etila; 

F.MeOH: fração metanólica. F- são frações obtidas do fracionamento da F.CHCl3 (Fluxograma 7). 

NR: não realizado. Fonte: a autora, 2015. 

 

Embora, os IS para a copsanona, neste estudo foi maior que 1, a atividade desta não foi 

promissora. Bannwart et al. (2013b) testou este alcaloide para a atividade antiproliferativa em 

células de linhagens tumorais humanas, e apresentou a citotoxicidade da copsanona isolada do 

extrato metanólico das folhas de A. macrocarpon, com CI50 de 8,7 g/mL sobre células 

leucêmicas. 

Kam et al. (1999) descreveram a atividade antileishmania dos alcaloides da Kopsia 

griffithii. Das folhas desta espécie foram extraídos os alcaloides indólicos copsamina, 

copsamina-N-(4)-óxido, copsinina, e da casca do caule foi isolado a copsinina N(4)-óxido. 

Para os alcaloides com núcleos indólicos tipo copsano, não foi verificado nenhuma atividade 

sobre as promastigotas de L. donovani. 
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5.5 - Caracterização Química da Fração F.203-222 Isolada da fração Clorofórmica 

(CHCl3) da Casca do Caule de A. macrocarpon 

 

A fração F.203-222, um sólido amorfo, de coloração amarelo/castanho (51 mg), foi 

selecionada para identificação dos constituintes químicos, por apresentar a melhor atividade 

contra as formas evolutivas de L. amazonensis (item 5.4) quando comparada com as outras 

frações testadas, e IS alto (Tabela 11). Devido ao baixo rendimento, a fração F.203-222 não 

foi submetida a um fracionamento, mas encaminhada para análises espectrais de IV e RMN. 

A fração F.203-222 foi submetida à análise espectroscópica na região do infravermelho 

(IV) (Figura 21). O espectro no IV apresentou uma banda larga em 3360 cm
-1

 característica de 

OH em ligação de hidrogênio inter- ou intramolecular. O estiramento forte em 1746 cm
-1

 

sugere a presença da função éster. Ésteres alifáticos simples possuem uma banda muito forte 

do grupo CO, que aparece entre 1750 e 1735 cm
-1, 

característico de deformação axial. 

Hidrogênios metilênicos (CH2) originam duas bandas de estiramento CH, são 

deformaçãoes axiais modo simétrico e outro assimétrico. O momento dipolar do modo 

assimétrico é maior, gerando uma banda de intensidade maior (2926 cm
-1

) enquanto, que o 

modo simétrico tem menor intensidade (2853 cm
-1

). Estiramentos bem intensos foram 

visualizados para F.203-222 em 2912 e 2862 cm
-1

 (Figura 21) (LOPES; FASCIO, 2004; 

PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012; SAMMAIAH; 

PADMAJA; PRASAD, 2014). 

 

Figura 21 - Espectro na região do infravermelho da fração F.203-222. 
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Fonte: a autora, 2015. 
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De acordo com Hernández-Galícia et al. (2007), uma mistura constituída por 1-

monoacilglicerois isolada da raiz da espécie vegetal Ibervillea sonorae apresentou bandas de 

absorção no IV em 3412, 2921, 2850, 1725, 1462, 1365, 1220, 1179 e 720 cm
-1

.Assim como 

as visualizadas para a F.203-222, na região do IV (Figura 21).  

Segundo dados da literatura para ésteres alquílicos é comum ocorrer absorção intensa 

entre 1210 e 1163 cm
-1

 referente à deformação axial de CO e bandas em 1465 e 720 cm
-1

 

correlacionadas às vibrações de CH2. Enquanto, na região de 1372 cm
-1

 observa-se vibração 

simétrica de CH3 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012; SAMMAIAH; PADMAJA; 

PRASAD, 2014). 

A interpretação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, Clorofórmio-d/Metanol-d4) 

(Tabela 12; Figuras 22 e 23) da fração F.203-222 apresentou dois duplos dupletos em H1a 

4,10 (dd, J=11,4 e 4,8) e H1b 4,06 (dd, J=11,3 e 6,1) e outros duplos dupletos em H3a 3,58 (dd, 

J=11,4 e 4,5) e H3b 3,53 (m). Estes conjuntos de duplos dupletos, de acordo com dados 

descritos na literatura, são característicos de ésteres de glicerol, especificamente do tipo 1-

monoacilglicerois (KHARCHAFI et al., 2006; HERNÁNDEZ-GALICIA et al., 2007). Em função 

do carbono 2 (C2) do glicerol apresentar um centro esterogênico, cada hidrogênio metilênico 

vizinho a este apresentará um sinal diferente no espectro, ou seja, como não há elementos de 

simetria, os hidrogênios do grupo metileno são diastereotópicos (PAVIA et al., 2010; 

SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012). O sinal do hidrogênio ligado ao carbono 2 

(C2) do glicerol apresentou H2a de 3,82 ppm (m). 

Segundo Knothe e Kenar (2004) hidrogênios ligados a carbono acílico (CH2CO2) 

apresentam  entre 2,0 e 2,1 e hidrogênios de grupos metilas terminais possuem  entre 0,8 e 

0,9. Enquanto, que os hidrogênios metilênicos (CH2) de cadeia alquílica saturada têm  entre 

1,2 e 1,4. 

Estes dados corroboram com os visualizados na Tabela 12 e Figuras 22 e 23, para os 

deslocamentos de hidrogênios da F.203-222, onde se observou um  em 2,31 (t, J=7,5) 

referente aos hidrogênios metilênicos ligados ao carbono  a carbonila. Deslocamentos 

químicos dos hidrogênios metilênicos posicionados em  e  à carbonila apresentaram  em 

1,58 (m) e  1,50 (m), os demais sinais de hidrogênios metilênicos apresentaram um singleto 

largo (sl) em  1,22. 
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Tabela 12 - Dados de RMN de 
1
H da fração F.203-222 (500 MHz, Clorofórmio-d/Metanol-d4), comparados com valores de deslocamento químico descritos 

na literatura para a estrutura 2,3-dihidroxipropil alcanoato (1-monoacilglicerol), demonstrada abaixo (com exceção da substância 4). 

 

HO

OH

C

O

C

C

C

OH H

H H

H
C

H

H

3 1
2

4
5 C

(CH2)n

H

H

H

H

6
7 CH3

 
 

H 
F.203-222 

H* 

Mistura de 1-

monoacilglicerois 

H* 

Substância 1 

H* 

Substância 2 

H* 

Substância 3 

H* 

Substância 4 

H* 

H1a, OCH2 4,10 (dd, J=11,4 e 4,8) 4,19 (dd, J=11,4 e 4,9) 4,19 (m) 4,18 (dd, J=11,6 e 5,3) 4,15 (m) 4,13 (m – 4H, CH2O) 

H1b, OCH2 4,06 (dd, J=11,3 e 6,1) 4,14 (dd, J=11,5 e 6)  4,13 (dd, J=11,6 e 5,8)  4,01 (m- 2H, CHOH) 

H2a, CH 3,82 (m) 3,93 (m) 3,93 (m) 3,92 (m) 3,91(m)  

H3a, OCH2 3,58 (dd, J=11,4 e 4,5) 3,70 (dd, J=11,5 e 4) 3,69 (dd, J=12 e 6) 3,69 (dd, J=11,5 e 6,4) 3,58 (dd, J=12 e 6) 3,58 (m, 4H, CH2O) 

H3b, OCH2 3,53 (m) 3,59 (dd, J=11,5 e 6) 3,60 (dd, J=9 e 6) 3,58 (dd, J=11,5 e 6)   

H5, CH2CO2 2,31 (t, J=7,5) 2,33 (J=7,5) 2,36 (t, J=7,5) 2,34 (t; J=7,5) 2,35 (t, J= 7,5) 2,34 (t, J=7,5, 4H, CH2) 

CH2      1,72 (m) 

H6, CH2 1,58 (m)  1,62 (m) 1,62 (m) 1,60 (m) 1,62 (m) 

H7, CH2 1,50 (m)      

(CH2)n 1,22 (sl) 1,25 (sl) 1,26 (m – 28H) 1,26 (m  16H) 1,26 (m – 20H) 1,25 (m  52H) 

CH3 (terminal) 0,84 (t, J=6,9) 0,88 (t, J=7,2) 0,87 (t) 0,88 (t, J=6,5) 0,88 (t, J=6,5) 0,88 (t, J= 6,6) 

OH   2,61 (s) 3,13 (s) 2,88 (s) 2,99 (s) 

*Deslocamentos químicos em ppm (H) com referência ao sinal residual do metanol-d4 e constantes de acoplamento (J, entre parênteses) em Hz. Mistura de 1-

monoacilglicerois (HERNÁNDEZ-GALICIA et al., 2007); Substância 1: 1-monooctadecanoil-rac-glicerol; Substância 2: 1-monododecanoil-rac-glicerol; Substância 3: 1-

monotetradecanoil-rac-glicerol; Substância 4: 1,7-dioctadecanoil-rac-diglicerol (KHARCHAFI et al., 2006). Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 22 - Espectro de RMN de 
1
H da fração F.203-222 (500 MHz, Clorofórmio-d/Metanol-d4) (A) espectro total, (B) expansões e (C) 

estrutura do 2,3-dihidroxipropil alcanoato. 

 

 

Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 23 - Expansões do espectro de RMN de 
1
H da fração F.203-222 (A) (500 MHz, Clorofórmio-d/Metanol-d4) e estrutura do 2,3-dihidroxipropil 

alcanoato (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: a autora, 2015. 
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Os hidrogênios das hidroxilas, presentes no C2 e C3 do glicerol, não foram visualizados 

no espectro, provavelmente em função da utilização do metanol-d4 com  3,31 e do 

clorofórmio-d com  7,44. Em condições usuais, a exposição ao ar, à luz e vapor de água, que 

podem estar presentes nestes solventes deuterados, e então, catalisar a troca rápida do 

hidrogênio da hidroxila com o deutério (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; 

KIEMLE, 2012). 

O espectro de RMN de 
13

C para a F.203-222 apresentou sinais de deslocamentos 

químicos em 65,5 (C1), 70,24 (C2) e 63,4 (C3) ppm (Tabela 13), referentes aos carbonos do 

glicerol, de acordo com os dados descritos na literatura para 1-monoacilglicerois assimétricos 

(GUNSTONE, 1994; KHARCHAFI et al., 2006; HERNÁNDEZ-GALICIA et al., 2007).  

O espectro de RMN de 
13

C apresentou ainda  de 174,9 característico do carbono da 

carbonila, pertencente à função éster, além de sinal com  de 34,4 referente ao carbono 

metilênico  à carbonila, nomeado de carbono 5 da cadeia alquílica e outros dois sinais de 

carbonos metilênicos da cadeia alquílica, designados de C6 com  = 32,8 e C7 com  = 32,2, 

referentes às posições  e  à carbonila, respectivamente. Demais carbonos metilênicos da 

cadeia alquílica apresentaram 
 
entre 29,46 e 22,98. O carbono da metila terminal apresentou 

 de 14,2 (Tabela 13 e Figura 24). Os sinais de carbonos metínicos, metilênicos e metílicos 

foram confirmados pelo DEPT 135 (Figura 24). 

Em resumo, os sinais observados nos espectros de RMN de 
1
H e 

13
C da fração F.203-

222 (Tabelas 12 e 13, Figuras 22, 23 e 24) que propõe a presença dos ésteres de glicerol do 

tipo 1-monoacilglicerois, foram um sinal de  em 174,98 (CO) no espectro de RMN de 
13

C, 

sugerindo a presença do grupamento éster. Em adição, os sinais dos hidrogênios da porção 

glicerol, duplos dupletos em H1a 4,10; H1b 4,06; H3a 3,58 e H3b 3,53. E os sinais de 

carbonos com  em 65,58 (C1), 70,24 (C2) e 63,48 (C3) que são característicos do esqueleto 

dos 1-monoacilglicerois. Enquanto, os sinais de hidrogênios metilênicos da cadeia alquílica 

com  entre 1,58 e 1,22 e dos hidrogênios metilênicos  à carbonila (CH2CO2) com  em 

2,35. Assim como, o sinal da metila terminal com  em 0,84, juntamente com os sinais de 

carbono metilênicos com  entre 22,9 e 34,4 confirmam a presença da cadeia alquílica 

saturada destes 1-monoacilglicerois na F.203-222 (KHARCHAFI et al., 2006; 

HERNÁNDEZ-GALICIA et al., 2007; PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; 

KIEMLE, 2012; SAMMAIAH; PADMAJA; PRASAD, 2014). 
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Tabela 13 - Dados de RMN de 
13

C e DEPT 135 da fração F.203-222 (125 MHz, Clorofórmio-d/Metanol-d4), comparados com valores de deslocamentos 

químicos descritos na literatura para a estrutura 2,3-dihidroxipropil alcanoato (1-monoacilglecerol), demonstrada abaixo (com exceção da 

substância 4). 

HO

OH

C

O

C

C

C

OH H

H H

H
C

H

H

3 1
2

4
5 C

(CH2)n

H

H

H

H

6
7 CH3

 
 

Carbono 
F.203-222 

C* 

Mistura de 1-

monoglicerois 

C* 

Substância 1 

H* 

Substância 2 

H* 

Substância 3 

H* 

Substância 4 

H* 

CH2O, (C-1) 65,58 65,10 65,20 65,10 65,10 72,50 (CH2O, C1) 

CHOH, (C2) 70,24 70,20 70,30 70,30 70,30 68,90 (CHOH, C2) 

CH2OH, (C3) 63,48 63,30 63,40 63,40 63,40 65,20 (CH2O, C3) 

CH2 62,63      

CH2      40,90 

CH2CO2, (C5) 34,46 34,10 34,20 34,20 34,20 34,20 

CH2, (C6) 32,83      

CH2, (C7) 32,25 31,80 31,90 31,90 31,90 31,90 

(CH2)n** 29,46 – 30,00 29,60 29,1-29,7 (12 CH2) 29,2-29,6 (6 CH2) 29,1-29,7 (8 CH2) 29,1-29,7 (11 CH2) 

CH2** 26,12      

CH2** 25,21 24,80 24,90 24,90 24,90 24,90 

CH2** 22,98 22,60 22,70 22,70 22,70 22,70 

CH3 19,54      

CH3, terminal 14,23 14,10 14,10 14,10 14,10 14,10 

CO (C4) 174,98 175,30 174,40 174,40 174,40 174,00 

*Deslocamentos químicos em ppm (C) com referência ao sinal residual do metanol-d4. Mistura de 1-monoglicerois (HERNÁNDEZ-GALICIA et al., 2007). Substância 1: 1-

monooctadecanoil-rac-glicerol; Substância 2: 1-monododecanoil-rac-glicerol; Substância 3: 1-monotetradecanoil-rac-glicerol; Substância 4: 1,7-dioctadecanoil-rac-diglicerol 

(KHARCHAFI et al., 2006). **Carbono metileno da cadeia alquílica. Fonte: a autora, 2015. 

1
4
1
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Figura 24 - Espectro total de RMN de 
13

C (A), expansões (B) e DEPT
 
135 (C) da fração F.203-222 (125 MHz, Clorofórmio-d/Metanol-d4) 

correlacionado com a 2,3-dihidroxipropil alcanoato (D). 

 

Fonte: a autora, 2015.
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Segundo Hernández-Galicia et al. (2007) foram estabelecidos por cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (CG/EM) a presença de 11 ésteres graxos de glicerol, na 

mistura de 1-monoacilglicerois (Tabelas 12 e 13) isolada da raiz da espécie vegetal Ibervillea 

sonorae, entre as substâncias foram identificados: o 1-monopalmitino, 1-monomargarato, 1-

monoestearina, 1-monononadecilato de glicerol, 1-monoaraquidato, 1-monobehenato de 

glicerol, 1-monotricosanato de glicerol, 1-monotetracosanato de glicerol, 1-monopentacosanato 

de glicerol, 1-monohexacosanato de glicerol e 1-monooctacosanato de glicerol. Todas as 

substâncias identificadas pelos autores apresentam estruturas químicas com cadeia de carbonos 

saturados.  

A substância 4 (1,7-dioctadecanoil-rac-diglicerol) (Tabelas 12 e 13) é um éster de glicerol 

do tipo diacildiglicerol, foi utilizada para comparação com os sinais de 
1
H e 

13
C da F.203-222, 

pois os deslocamentos químicos de hidrogênios e carbono são semelhantes. Porém, 

diacildiglicerois tem padrão de constantes de acoplamento diferenciadas para os hidrogênios da 

cadeia do glicerol, os diacildiglicerois não apresentam o conjunto de duplos dupletos 

visualizados para os hidrogênios metilênicos (H1 e H3) vizinhos ao carbono quiral (C2) do 

glicerol em 1-monoacilglicerois, como observados nas Tabelas 12 e 13, para as substâncias 1, 2 

e 3. 

Os espectros bidimensionais de COSY, HSQC e HMBC, foram úteis para confirmação da 

presença dos 1-monoacilglicerois na fração F.203-222, pelas correlações homo (
1
H

1
H) e 

heteronucleares (
1
H

13
C). 

O mapa de contornos COSY (Figura 25) contribuiu para as atribuições das posições dos 

hidrogênios na estrutura química da F.203-222, correspondente ao 1-monoacilglicerol (2,3-

dihidroxipropil alcanoato), como se pode observar as correlações dos hidrogênios metilênicos 

da cadeia alquílica, além da correlação dos hidrogênios metilênicos  à carbonila (CH2CO2) 

entre si, e com os hidrogênios metilênicos do carbono 6 da cadeia alquílica.  

Outras correlações observadas no mapa de contornos COSY (Figura 25) que contribuiram 

para as atribuições dos hidrogênios da molécula do 1-monoacilglicerol foi a correlação entre os 

hidrogênios metilênicos presentes nos carbonos 1 e 3, onde cada hidrogênio (H1a, H1b, H3a, 

H3b) correlaciona de forma diferente com o hidrogênio do carbono metínico (C2) do glicerol. 
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Figura 25 - Mapa de contornos COSY para a fração F.203-222 (500 MHz, Clorofórmio-

d/Metanol-d4). 

 

 
 

Fonte: a autora, 2015. 

 

 

O mapa de contorno HSQC (Figura 26) também contribuiu para as atribuições das 

posições dos átomos na estrutura química da F.203-222, como a correlação observada entre o 

carbono metínico (C2) com  em 70,2 e o hidrogênio com  em 3,82. Assim como, a correlação 

dos carbonos metilênicos de C1 e C3 com  65,5 e 63,4, respectivamente, com os seus 

respectivos hidrogênios com  em 4,10 (H1a), 4,06 (H1b), 3,82 (H2a), 3,58 (H3a) e 3,53 (H3b). 

Sendo que, todos estes sinais correlacionados acima são característicos da estrutura química do 

1-monoacilglicerol (2,3-dihidroxipropil alcanoato) proposta para as substâncias da F.203-222. 
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Figura 26 - Mapa de contornos HSQC da fração F.203-222 (500 MHz, Clorofórmio-

d/Metanol-d4). 

 

 

Fonte: a autora, 2015. 

 

As correlações citadas anteriormente, também foram constatadas no mapa de contornos 

HMBC (Figura 27), onde o carbono da carbonila ( = 174,9 - C4) da função éster foi 

observado correlacionando com os hidrogênios metilênicos com  em 2,31 (CH2CO2, H5) 

do carbono em posição  a carbonila (C5). Além, da correlação entre a carbonila (C = 174,9 - 

C4) com os hidrogênios metilênicos (H1a,  = 4,10 e H1b,  = 4,06) do carbono 1 do glicerol. 

Baseado na interpretação dos espectros de IV, RMN de 
1
H, 

13
C, DEPT, COSY, HSQC e 

HMBC, em comparação com os dados obtidos na literatura (Tabelas 12 e 13), pode-se sugerir 

para a fração F.203-222 a presença de substâncias da classe dos ésteres de glicerol (alcanoatos 

de glicerila), sendo as substâncias majoritárias na fração com estrutura química 

correspondente ao 1-monoacilglicerois (MAG), em específico do tipo 2,3-dihidroxipropil 

alcanoato. A partir de agora no texto, a F.203-222 será denominada de fração MAG, ou seja, 

fração com 1-monoacilglicerois (Figura 28). 
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Figura 27 - Mapa de contornos HMBC da fração F.203-222 (500 MHz, Clorofórmio-

d/Metanol-d4). 

 

 

Fonte: a autora, 2015. 

 

 

Figura 28 - Estrutura química geral do éster de glicerol do tipo 1-monoacilglecerol (2,3-

dihidroxipropil alcanoato), demostrada anteriormente. 
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Fonte: a autora, 2015.  
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5.6 - Avaliação da Atividade Antiproliferativa em Formas Promastigotas e Amastigotas 

Intracelulares de L. amazonensis, Efeito Citotóxico em Macrófagos J774-A1 e 

Índice de Seletividade da Fração MAG. 

 

A fração mais ativa foi à fração MAG (Tabela 11, referenciada antes como F.203-222) 

isolada da F.CHCl3, da casca do caule de A. macrocarpon, que apresentou CI50 de 2,31  0,08 

g/mL sobre as formas promastigotas, CI50 de 4,32  0,95 g/mL em amastigotas axênicas e 

CI50 de 2,29  0,14 g/mL sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Foi encontrado 

um CC50 de 98,07  0,72 g/mL sobre macrófagos J774-A1. Os IS sobre as promastigotas e 

amastigotas intracelulares foi de 42, para ambas as formas evolutivas, demonstrando que a 

fração teve maior seletividade para o parasito do que sobre o macrófago. 

A Figura 29 apresentou a atividade da fração MAG contra promastigota, porém esta foi 

avaliada nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h. O tratamento das formas promastigotas por 48 h 

demonstrou CI50 de 8,32  0,68 g/mL esta concentração foi maior quando comparada com a 

CI50 de 72 h (2,31  0,08 g/mL). Em 96 h de tratamento a CI50 (2,57  0,57 g/mL) não 

alterou, quando comparada a de 72 h. Contudo, pode-se inferir com base nestes resultados, 

que o tempo de tratamento foi determinante para o resultado da CI50 destas substâncias, 

considerando que em 24 h a CI50 foi de 81,05  6,80 g/mL. 
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Figura 29 - Avaliação da atividade antiproliferativa da fração MAG sobre formas 

promastigotas de L. amazonensis por um período de 24, 48, 72 e 96 h de 

tratamento. 

24 48 72 96
0

25

50

75

100
1 g/mL

10 g/mL

25 g/mL

50 g/mL

100 g/mL

Controle

* * * *

Tempo (h)

%
 I

n
ib

iç
ã

o
 d

o
 c

r
e
sc

im
e
n

to

 

Legenda: Foram utilizadas sobre as formas promastigotas diferentes concentrações da fração MAG 

(1, 10, 25, 50 e 100 g/mL) no período de tratamento de 24, 48, 72 e 96 h. Os dados foram expressos 

como a média  desvio padrão de pelo menos três experimentos independentes. Foi utilizado two-way 

Anova, seguido pelo post test de Bonferroni. Os asteriscos indicaram diferença significativa em 

relação ao controle (parasitos não tratados, porcentagem de inibição do crescimento foi igual à zero) 

(*p ≤ 0,05). Fonte: a autora, 2015. 

 

Em relação atividade contra as formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis, a 

Figura 30 demonstrou a porcentagem do índice de sobrevivência (Is) dessas formas tratadas 

com a fração MAG, por 48 h, nas concentrações de 1,5, 3,12, 6,30, 12,5 e 25 g/mL. Os Is 

das concentrações foram calculados conforme descrito no item 4.2.2.7 e comparado ao Is do 

controle (células não tratadas) que apresentou Is de 830,15. 

Os Is encontrados foram decrescentes conforme se aumentou a concentração da 

substância testada. 

Enquanto para a concentração de 1,5 g/mL da fração MAG o Is foi de 428,86, para 

3,12 g/mL o Is foi igual a 221,76, em 6,25 g/mL o Is encontrado foi de 122,25, com 12,5 

g/mL o Is foi de 112,87 e para 25 g/mL o Is diminuiu para 92,07. Os resultados foram 

expressos em porcentagens dos Is que corresponderam a 11%, 14%, 13%, 27% e 52% de 

sobrevivência das amastigotas tratadas com 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,5 g/mL da fração MAG, 

respectivamente (Figura 30). 
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Figura 30 - Avaliação do índice de sobrevivência das formas amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis em macrófagos murinos, após tratamento com diferentes 

concentrações da fração MAG. 
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Legenda: Foram utilizadas sobre as formas amastigotas intracelulares concentrações da fração MAG 

de 1,5, 3,12, 6,25, 12,5 e 25 g/mL. Controle: parasitos não tratados. Todas as concentrações foram 

significativamente diferentes quando comparadas ao controle (*p ≤ 0,05) e a concentração de 1,5 

g/mL apresentou diferença significativa comparada com as demais concentrações (
a
p ≤ 0,05). A 

concentração de 3,2 g/mL apresentou diferença significativa em relação à concentração de 25 g/mL 

(
b
p ≤ 0,05). Os dados foram expressos como a média  desvio padrão de pelo menos três experimentos 

independentes. Foi utilizado one-way Anova, seguido pelo post test de Tukey. Fonte: a autora, 2015. 
 

Todas as concentrações testadas apresentaram diferença significativa em relação ao 

controle (*p ≤ 0,05). Entre as concentrações, as diferenças na porcentagem dos Is foram 

significativas na concentração mais baixa testada 1,5 g/mL em relação às demais 

concentrações (
a
p ≤ 0,05). E entre a concentração de 3,2 g/mL, em relação a maior 

concentração testada 25 g/mL (
b
p ≤ 0,05). As demais concentrações, não apresentaram 

diferença significativa entre si. Considerando estes resultados, pode-se inferir que a taxa de 

sobrevivência das formas amastigotas de L. amazonensis sofreram influência dose-dependente 

com o tratamento (Figura 30). 

Estes dados corroboraram com os visualizados na Figura 31, onde foram apresentados 

imagens de microscopia óptica da interação das amastigotas intracelulares com macrófagos 

murinos. A imagem A foi representada pelo controle (células não tratadas), onde foi possível 

visualizar no interior do vacúolo parasitóforo, um número de amastigotas superior ao 

observado nas imagens B, C e D tratados com 25, 12,5 e 6,25 g/mL da fração MAG. 
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Figura 31 - Microscopia óptica de amastigotas intracelular de L. amazonensis em macrófagos 

peritoneais murinos, tratados ou não com a fração MAG isolada da casca do 

caule de A. macrocarpon. 

 

Legenda: (A) Células não tratadas (controle), (B) células tratadas com 25 g/mL; (C) células tratadas 

com 12,5 g/mL; (D) células tratadas com 6,25 g/mL; (E) células tratadas com 3,12 g/mL; (F) 

células tratadas com 1,56 g/mL. Setas: amastigotas intracelulares; Asterisco: vacúolos parasitóforo. 

Barras: 20 m. Fonte: a autora, 2015.  
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5.6.1 - Avaliação da Citotoxicidade sobre Eritrócitos Humanos  

 

A avaliação da atividade hemolítica foi realizada para a fração F.CHCl3 e a fração MAG 

isoladas da casca do caule de A. macrocarpon. O triton X-100 é um tensoativo não iônico e 

foi utilizado como controle positivo, este apresentou 100% de hemólise, ou seja, danificou a 

integridade da membrana das hemácias em 100% dos experimentos realizados (Tabela 14).  

As amostras testadas foram comparadas ao controle de células não tratadas e ao controle 

positivo (Triton X – 100), com base no cálculo utilizado para obtenção das porcentagens de 

hemólise. Segundo Hou et al. (2008) o limite admissível de hemólise não pode ultrapassar 

5,0%. As porcentagens de hemólise encontradas neste estudo foram descritas na Tabela 14.  

A fração F.CHCl3 apresentou hemólise na concentração acima de 500 g/mL, sendo a 

fração MAG menos hemolítica que a F.CHCl3. Até a concentração de 100 g/mL as amostras 

testadas não foram consideradas hemolíticas (Tabela 14). 

Destes resultados, pode-se concluir que o processo de fracionamento levou a obtenção 

de substâncias com menor ação hemolítica em concentrações altas, quando comparada com 

sua fração de origem (Tabela 14). 

 

 

Tabela 14 - Atividade hemolítica sobre eritrócitos humanos da fração F.CHCl3, fração MAG 

isoladas da casca do caule de A. macrocarpon, resultados expressos em 

porcentagem de hemólise (%). 

 

Amostra 

Concentração (g/mL) 

1000 500 100 50 10 

Porcentagem de hemólise (%) 

F.CHCl3 26,61,92 6,820,14 0,630,06 0,610,21 0,110,06 

Fração MAG 10,382,19 1,940,54 0,390,27 0,560,28 0,100,15 

Legenda: F.CHCl3: fração clorofórmio. Fonte: a autora, 2015. 
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5.6.2 - Avaliação Flagelar das Formas Promastigotas de L. amazonensis. 

 

Na avaliação da atividade realizada com a fração MAG sobre as formas promastigotas 

de L. amazonensis, observou-se durante as contagens em câmara de Neubauer a presença de 

células com mais de um flagelo. Diante desta observação, estas formas evolutivas foram 

tratadas com a CI50 e CI90 da fração MAG, segundo o método descrito anteriormente (item 

4.2.2.5). E após 72h foram realizados esfregaços em lâminas, e estas foram coradas e 

visualizadas em microscópio óptico em objetiva de 100 (item 4.2.2.11). 

A Figura 32 apresenta a contagem em microscópio óptico do número de flagelos por 

promastigotas, o maior número de células contadas (157,33  4,49) com apenas um flagelo 

por parasito, foi representado pelo controle (células não tratadas), num total de 200 células 

contadas por experimento.  

 

Figura 32 - Número de flagelos em formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a 

fração MAG. 
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Legenda: Controle: parasitos não tratadas; CI50: células tratadas com 2,31 g/mL da fração 

MAG; CI90: células tratadas com 32,28 g/mL da fração MAG. Os dados foram expressos 

como a média  desvio padrão de pelo menos três experimentos independentes. Foi utilizado 

two-way ANOVA, seguido pelo post test de Bonferroni. Os asteriscos indicaram a diferença 

significativa em relação ao controle (parasitos não tratados, *p ≤ 0,05). Fonte: a autora, 2015. 
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Uma parte das células tratadas também apresentaram um único flagelo (número de 

células contadas para a CI50: 137,66  5,43; e para a CI90:108,00  4,55), sendo este número 

significativamente diferente quando comparado ao controle (células não tratadas) (p ≤ 0,05). 

Os parasitos tratados apresentaram um número maior de células com 2 flagelos (Figura 32). 

Apenas, em células tratadas com a CI90 da amostra testada é que foi encontrada diferença 

significativa em relação ao controle, como a presença de três flagelos por parasito. Embora, 

tenha sido identificada à presença de promastigotas com quatro (4) ou mais flagelos nos 

parasitos tratados, estes não foram significativos quando comparados ao grupo controle 

(células não tratadas) (Figura 32 e 33). 

As imagens da Figura 33 mostram além das variações do número de flagelo, por 

parasitos observados nos tratamentos com CI50 e CI90 da fração MAG, alterações no número 

de núcleo e cinetoplasto, para ambos os tratamentos. Estas alterações sugerem que as células 

tratadas apresentaram divisão flagelar, nuclear e do cinetoplasto sem ocorrência da fissão 

binária, para geração da célula filha, indicando alguma alteração no ciclo celular deste 

parasito em função do tratamento. Contudo, como visualizado na imagem F (Figura 33), as 

células que parecem ter gerado células filhas, apresentaram alteração nas mesmas como, por 

exemplo, ausência de núcleo. Estes dados foram observados qualitativamente durante a 

contagem dos flagelos. Diante destas observações foi realizada a avaliação quantitativa do 

ciclo celular das formas promastigotas de L. amazonensis, por citometria de fluxo apresentada 

no item 5.6.7. 

Segundo Ambit et al. (2011), a geração de células filhas viáveis depende de um controle 

preciso da duplicação e segregação das organelas como núcleo, complexo de Golgi, 

mitocôndrias (que contém o cinetoplasto) e flagelo que se projeta da bolsa flagelar.  

A primeira indicação de que uma nova rodada de divisão celular iniciou, é a presença de 

um flagelo filho, como foi descrito para promastigota de L. mexicana (WHEELER; GLUENZ 

e GULL, 2011), sendo indicativo de que a replicação do DNA ocorreu (AMBIT et al., 2011). 

Em células não tratadas, em uma população assíncrona quando ocorre à separação 

completa do DNA dos pais e filhas, observa-se um aumento da distância entre as bolsas 

flagelares e o sulco da clivagem entre as células, para o início da fissão binária que inicia na 

porção anterior do parasito. No processo de divisão celular em células não tratadas, os núcleos 

encontram-se dispostos lateralmente no interior das células em divisão, quando observada a 

promastigota em posição longitudinal (AMBIT et al., 2011). 
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Figura 33 - Microscopia óptica de formas promastigotas de L. amazonensis, tratados ou não 

com a fração MAG isoladas da casca do caule da A. macrocarpon. 

 

Legenda: (A-B) Células não tratadas (controle); (C-D) células tratadas com IC50 da fração  

MAG (2,31  0,079 g/mL); (E-F) células tratadas com IC90 da fração MAG (32,28  1,63 

g/mL). Seta preta: indicou a presença de parasito com dois ou mais flagelos. Cabeça de seta 

preta: indicou o núcleo; Contorno de seta preta: indicou presença de célula anucleada; Seta 

tracejada preta: indicou o cinetoplasto. Barras: 20 m. Fonte: a autora, 2015. 
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Nas imagens C, D, E e F da Figura 33, os núcleos de várias células em processo de 

divisão estavam dispostos em fileira, ou seja, um atrás do outro quando observados os 

parasitos longitudinalmente. Assim como, não foi evidenciado aumento na distância entre a 

bolsa flagelar dos parasitos pais para as células filhas. 

Outra característica observada, foi em relação ao tamanho das formas promastigotas na 

imagem E e F (Figura 33), estas demonstraram aumento do tamanho celular quando 

comparada qualitativamente com as imagens A e B (controle de células não tratadas) (Figura 

33), sugerindo a necessidade da determinação do volume celular por meio da citometria de 

fluxo. 

 

5.6.3 - Avaliação das Alterações Morfológicas e Ultraestruturais das Formas 

Promastigotas de L. amazonensis por Microscopia Eletrônica 

 

As alterações morfológicas e ultraestruturais das formas promastigotas de L. 

amazonensis foram avaliadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e transmissão 

(MET), respectivamente, após serem tratadas com CI50 (2,31  0,08 g/mL) e CI90 (32,28  

1,63 g/mL) da fração MAG isolados da fração clorofórmio da casca do caule de A. 

macrocarpon.  

A micrografia do controle visualizada por MEV apresenta as formas promastigotas não 

tratadas, com corpo celular alongado, com aspecto liso, e flagelo longo, característico de 

células normais (Figura 34 - A). Já as micrografias das células tratadas com a CI50 mostraram 

corpo celular com formato ovoide apresentando reentrância ou sulco profundo, aspecto 

rugoso da superfície celular, duplicidade e encurtamento do flagelo (Figura 34 - B, C e D). As 

células demonstradas nas micrografias B e D (Figura 34) sugerem células em fissão binária 

que não se separaram. Na imagem D foi possível visualizar extravasamento do conteúdo 

citoplasmático, embora não foi possível identificar o ponto de ruptura na membrana (Figura 

34 - B, C, D). A imagem E (Figura 34) demonstrou o corpo celular alongado, porém com 

sinais de protuberâncias e depressões espalhadas pela superfície do parasito.  

Nas micrografias das células tratadas com a CI90, foram observadas um número maior 

de células com presença de extravasamento citoplasmático, e o corpo celular também 

apresentou característica ovoide com reentrâncias ou sulcos proeminentes e diminuição do 

comprimento do flagelo (Figura 34 - F e G). Na imagem F e I (Figura 34) o corpo celular 
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apresentou aspecto liso, mas com presença de pontuações semelhantes a pequenos furos ou 

perfurações (Figura 34 - F, G, H, I). 

 

Figura 34 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis observadas em 

microscópio eletrônico de varredura, após tratamento com a fração MAG 

isolada da fração clorofórmio da casca do caule de A. macrocarpon. 

 

Legenda: (A) controle (células não tratadas); (B, C, D, E) CI50 da fração MAG; (F, G, H, I) 

CI90 da fração MAG. Setas brancas: indicam a presença de pontuações no corpo celular com 

aspecto de perfurações/furos. Barra = 1 m Fonte: a autora, 2015. 

 

As características da morfologia externa do parasito apresentadas na Figura 34, 

demonstraram alterações que justificaram o estudo da ultraestrutura celular das formas 

promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fração MAG e visualizadas por MET.  
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Na imagem B visualizada por MET (Figura 35) foi observado alterações 

citoplasmáticas, porém com preservação do arcabouço celular (microtúbulos subpeliculares), 

ou seja, a estrutura de membrana celular externa continuou íntegra, mas a mitocôndria 

apresentou um aumento significativo de tamanho com presença de membrana concêntrica no 

seu interior, semelhantes à figura de mielina. 

Entre as alterações ultraestruturais foram observadas desorganização das cristas 

mitocondriais (Figura 35 - B e C), presença de corpos com aparência de conteúdo lipídico 

(Figura 35 - E, F) e ruptura na membrana nuclear (Figura 35 - C). 

Outras alterações celulares visualizadas nas micrografias por MET envolveram a 

presença de quatro axonemas na mesma bolsa flagelar (Figura 35 - E). Também foi 

evidenciada, a presença de células com dois núcleos e um vacúolo grande com aspecto 

autofágico (Figura 35 - F). Na micrografia G foi identificada a presença de quatro cinetoplasto 

ao redor de uma única inserção flagelar (axonema) (Figura 35). 

Estas características contribuem com os achados descritos no item 5.6.2 (Figura 33), 

para as formas promastigotas avaliadas por microscopia óptica quanto ao número de flagelos, 

presença de mais de um núcleo e cinetoplasto por célula, em especial nas promastigotas 

tratadas com a CI90 da fração MAG. 

Estas características morfológicas e ultraestruturais visualizadas por MEV e MET, 

respectivamente, instigaram a análise mais detalhada das alterações ocasionada pela fração 

MAG. Na tentativa de elucidar o provável mecanismo de morte celular destas formas 

promastigotas, sendo realizadas algumas análises por citometria de fluxo. 
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Figura 35 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis visualizadas por microscópio eletrônico de transmissão, após tratamento com a fração 

MAG isolada da fração clorofórmio da casca do caule de A. macrocarpon. 

 

Legenda: (A) controle (parasitos não tratados); (B, C, D) CI50 da fração MAG; (E, F, G, H) CI90 da fração MAG. Alterações ultraestruturais foram indicadas como: setas pretas: 

mitocôndria inchada; setas brancas: aparência de corpos lipídicos; cabeça de seta preta: membranas concêntricas dentro da mitocôndria; cabeça de seta branca: vacúolos autofágicos; 

asterisco preto: vacúolos citoplasmáticos, seta curva preta: desorganização da crista mitocondrial; seta tracejada preta: lamelas concêntricas, semelhantes à figura de mielina; estrela 

preta; região de ruptura da membrana nuclear; losango preto: mitocôndria inchada com conteúdo extraído. Outras designações: (n) núcleo; (m) mitocôndria; (k) cinetoplasto; (ax) 

axonema; (bf) bolsa flagelar; (re) retículo endoplasmático; (cg) complexo de Golgi, (ac) acidocalciossomos. Barra = 1 m. Fonte: a autora, 2015. 

1
5
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5.6.4 - Avaliação do Potencial de Membrana Mitocondrial (m) em Formas 

Promastigotas de L. amazonensis. 

 

Esta avaliação foi realizada com base nas alterações visualizadas nas micrografias por 

MET, onde foi possível identificar dano à mitocôndria (Figura 35) das formas promastigotas 

de L. amazonensis, tratadas tanto com a CI50 quanto com a CI90 da fração MAG. 

O potencial de membrana mitocondrial (m) foi avaliado utilizando o marcador 

fluorescente rodamina 123, que emite fluorescência ao se acumular no interior da 

mitocôndria. A despolarização da membrana mitocondrial foi indicada por uma diminuição da 

intensidade de fluorescência do marcador, como foi observado para as concentrações 100 

g/mL e 200 g/mL da fração MAG que apresentaram redução da intensidade de 

fluorescência de 53,0% e 86,5%, respectivamente, quando comparada com o controle 

negativo (células não tratadas - histograma cinza – Figura 36). O controle positivo (CCCP) 

apresentou 62,5% de despolarização do m, na concentração de 100 M (Figura 36). 

Embora, as concentrações estejam acima da encontrada para a CI50 (2,31  0,08 g/mL) 

e a CI90 (32,28  1,63 g/mL) da fração MAG sobre formas promastigotas de L. amazonensis, 

em 72 h de tratamento, a análise do potencial de membrana mitocondrial foi realizada em 24 

h, neste tempo não foi possível estabelecer a CI50 desta amostra teste (Figura 29), por isto 

foram necessários concentrações maiores para comprovar se ocorreria tal injúria no m, 

como as alterações visualizadas por MET sugeriram. 

Britta et al. (2014) também avaliaram o potencial de membrana mitocondrial por 

citometria de fluxo, após 24 h de tratamento das formas promastigotas de L. amazonensis com 

a 4-nitrobenzaldeido-tiosemicarbazona e utilizaram concentrações acima da CI50 (3,8 M) e 

CI90 (13,9 M) desta substância, a despolarização mitocondrial ocorreu em concentrações 

acima de 55 M. 

A partir, dos dados recuperados da análise do m, foi possível calcular a relação entre 

a mediana e a fluorescência emitida pelas células tratadas com o marcador (Mt), assim como 

foi adquirido para as células não tratadas (controle negativo) (Mc), estes dados resultaram na 

obtenção do índice de variação (iv), permitindo a comparação entre os diferentes tratamentos 

e o controle negativo (células não tratadas) a respeito do m, sendo iv com valores 

negativos relacionados à despolarização da mitocôndria, como descrito no item 4.2.2.15.1.  
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Figura 36 - Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (m) em formas 

promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fração MAG. 

 

 

 

Legenda: (A) Controle positivo – CCCP (100 M). As formas promastigotas foram tratadas 

com a fração MAG nas concentrações de: (B) 25 g/mL; (C) 50 g/mL; (D) 100 g/mL; (E) 

200 g/mL. A área em cinza corresponde ao controle com células não tratadas. iv: índice de 

variação. Fonte: a autora, 2015.  
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Os valores de iv para as promastigotas de L. amazonensis tratadas com 25, 50, 100 e 

200 g da fração MAG foram: 0,20; 0,24; - 0,53 e - 0,86, respectivamente. O CCCP (100 M) 

apresentou iv de - 0,62, potencial de despolarização das mitocôndrias. Os valores positivos, 

embora discretos para as concentrações de 25 e 50 g da amostra teste indicaram aumento na 

intensidade de fluorescência, como consequência de hiperpolarização da membrana 

mitocondrial (Figura 36).  

Berghe et al. (2010) concluíram que pode ocorrer hiperpolarização da mitocôndria em 

morte celular por necrose (aumento do potencial transmembrana mitocondrial), sendo que este 

tipo de morte pode ocorrer por vias de transdução de sinais e execução de mecanismos 

complexos. Enquanto, a redução do potencial transmembrana da mitocôndria normalmente 

está relacionada com morte celular via apoptose.  

Estes valores corroboraram com os observados na MET para a mitocôndria de formas 

promastigotas de L. amazonensis, considerando que esta organela é única e caracteriza-se por 

apresentar um cinetoplasto, que contém material genético condensado (kDNA), sendo um 

importante alvo terapêutico no estudo de novas substâncias antiprotozoário. 

 

5.6.5 - Avaliação da Integridade da Membrana Celular em Formas Promastigotas 

de L. amazonensis. 

 

A integridade de membrana foi avaliada, considerando as alterações morfológicas 

visualizadas por MEV (Figura 34), posto à presença de sinais na superfície do corpo celular 

do parasito de extravasamento celular e de perfurações.  

No gráfico biparamétrico (dot plot) obtido por citometria de fluxo, a intensidade de 

fluorescência detectada no quadrante superior esquerdo é referente às células marcadas com 

um tipo de fluorocromo, e no quadrante superior direito as células são marcadas com o 

mesmo fluorocromo e mais outro fluorocromo, dependendo do ensaio quando se utiliza dois 

marcadores. No quadrante inferior esquerdo, permanecem as células não marcadas com os 

fluorocromos utilizados, neste caso o controle negativo (FERRAZ, 2013). 

A análise da integridade de membrana celular foi realizada com promastigotas tratadas 

com a fração MAG, nas concentrações de 25, 50, 100 e 200 g/mL. O marcador fluorescente 

utilizado foi o iodeto de propídeo (IP) que é capaz de penetrar apenas nas células que 

perderam a integridade da membrana celular e se ligar aos ácidos nucléicos. A digitonina 

(controle positivo – 40 m) alterou 93,47% de células do parasito, quando comparado ao 

controle negativo (Figura 37). 
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Na Figura 37 verificou-se que os parasitos tratados nas concentrações de 25, 50 e 100 

g/mL, apresentaram pouca diferença em relação ao controle negativo, ou seja, não ocorreu 

aumento significativo na população de células marcadas com IP.  

Enquanto que, para os parasitos tratados na concentração de 200 g/mL, houve um 

deslocamento da população celular para o quadrante superior esquerdo e direito (23,43 e 

74,29%, respectivamente), quando comparado ao controle negativo. 

Considerando que neste ensaio para a integridade de membrana foi utilizado apenas um 

fluorocromo, o IP, as alterações expressas no quadrante superior direito também equivalem às 

células marcadas com IP.  

 

Figura 37 - Avaliação da integridade de membrana celular em formas promastigotas de L. 

amazonensis tratadas com a fração MAG.  

 

Legenda: (A) controle (células não tratadas), (B) Controle positivo – Digitonina (40 M). As formas 

promastigotas foram tratadas com a fração MAG nas concentrações de: (C) 25 g/mL; (D) 50 g/mL; 

(E) 100 g/mL; (F) 200 g/mL. Fonte: a autora, 2015.  
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5.6.6 - Avaliação da Exposição da Fosfatidilserina em Formas Promastigotas de L. 

amazonensis. 

 

A avaliação da externalização da fosfatidilserina foi realizada com o marcador anexina 

V marcada com FITC (isotiocianato de fluoresceína) em células tratadas ou não (controle 

negativo) com a fração MAG nas concentrações de 25, 50, 100 e 200 g/mL. A 

fosfatidilserina é um fosfolipídio localizado na face interna da membrana plasmática que em 

estágio inicial de apoptose, quando há integridade da membrana celular, mas desorganização 

da mesma, a fosfatidilserina é externalizada na membrana celular (STURM et al., 2006). 

Neste ensaio as células são marcadas com anexina V – FITC e iodeto de propídeo (IP). 

A anexina V é uma fosfolipoproteína cálcio-dependente, que preferencialmente liga-se à 

fosfatidilserina. Células que apresentam positividade para os dois marcadores IP e Anexina V 

– FITC normalmente estão em estágio tardio de apoptose ou necrose (STURM et al., 2006). 

A exposição precoce da fosfatidilserina, a fragmentação do DNA, diminuição do 

volume celular entre outras alterações bioquímicas, são descritas como indicativo de morte 

celular via apoptose (KROEMER et al., 2009).  

Os resultados foram expressos em gráfico biparamétrico (dot plot), sendo que o controle 

negativo (células não tratadas) apresentou maior porcentagem populacional de células no 

quadrante inferior esquerdo (85,11%) indicando a não marcação dessas células (Figura 38). Já 

o controle positivo (CCCP - 100 M) para a anexina V – FITC demonstrou deslocamento de 

grande parte populacional das células para o quadrante superior esquerdo (64,58%), indicando 

que houve exposição da fosfatidilserina, e fluorescência pela presença do marcador anexina V 

– FITC (Figura 38).  

As promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fração MAG nas concentrações de 

25, 50, 100 e 200 g/mL, não demonstraram positividade para a marcação com a anexina V – 

FITC, sugerindo que não houve exposição da fosfatidilserina. 

Na concentração de 200 g/mL foi observado um discreto aumento da população para o 

quadrante superior esquerdo de 12,19%, quando comparado ao controle negativo (2,58%). O 

deslocamento de células para este quadrante indica fluorescência emitida pela marcação com 

o iodeto de propídeo (IP), que não atravessa a membrana íntegra da célula, indicando certa 

permeabilidade ou obstrução da membrana celular do parasito a este marcador. Considerando 

o aspecto íntegro da membrana celular do parasito, apenas com a presença de alguns pontos 



164 

 

semelhantes a perfurações observadas na MEV (Figura 34), pode se sugerir que houve pouca 

penetração do IP. 

 

Figura 38 - Avaliação da exposição da fosfatidilserina em formas promastigotas de L. 

amazonensis tratadas com a fração MAG. 

 

 

 

Legenda: (A) controle (células não tratadas), (B) Controle positivo – CCCP (100 M). As 

formas promastigotas foram tratadas com a fração MAG nas concentrações de: (C) 25 g/mL; 

(D) 50 g/mL; (E) 100 g/mL; (F) 200 g/mL. Fonte: a autora, 2015.  
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5.6.7 - Avaliação do Ciclo Celular em Formas Promastigotas de L. amazonensis  

 

A avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo indicou que, os parasitos tratados 

com a fração MAG na maior concentração testada (200 g/mL) promoveu um aumento da 

porcentagem de células na fase subG0/G1, indicando fragmentação de DNA e isso pode ser 

confirmado por uma diminuição da porcentagem de células em S, evidenciando que as células 

não prosseguiram no ciclo celular (Tabela 15).  

Para as outras concentrações (50 e 100 g/mL) testadas a maioria da população celular 

foi observada na fase S do ciclo do celular, assim como, o observado para o controle positivo 

(taxol 20 g/ml) (Tabela 15). 

Na fase subG0/G1 do ciclo celular as células apresentam fragmentação da cromatina 

nuclear por DNases, uma característica normalmente encontrada em células com morte celular 

por apoptose. A fase subG0/G1 é o oposto da fase S do ciclo celular. Na fase S ocorre à 

replicação do DNA, e este processo deve ocorrer com extrema precisão para evitar mutações 

na próxima geração de células (KACZANOWSKI; SAJID e REECE, 2011). 

Segundo Ambit et al. (2011), a geração de células filhas viáveis de um protozoário, 

depende de um controle preciso da duplicação e segregação das organelas como mitocôndria, 

complexo de Golgi, núcleo e flagelo.  

 

Tabela 15 - Avaliação do ciclo celular de promastigotas (5,0×10
6
 células/mL) de L. 

amazonensis tradados com 50, 100 e 200 µg/mL da fração MAG, por 24 horas. 

 

Grupo 
Sub-G0/G1 

(M1) ( ) 

G0/G1 

(M2) ( ) 

S 

(M3) ( ) 

G2/M 

(M4) ( ) 

CN 4,24 36,02 58,32 0,20 

20 µg/mL CP (Taxol) 0,95 18,48 77,31 2,25 

50 µg/mL F.CHCl3-203 6,44 3,52 82,22 6,78 

100 µg/mL F.CHCl3-203 6,00 21,99 68,78 1,88 

200 µg/mL F.CHCl3-203 36,03 7,39 52,23 4,15 

Fonte: a autora, 2015. 
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5.6.8 - Avaliação do Volume Celular em Formas Promastigotas de L. amazonensis  

 

Considerando as alterações observadas nas micrografias por MEV e MET, e as 

visualizadas por microscopia óptica, descritas anteriormente foi realizado a avaliação do 

volume celular das promastigotas por citometria de fluxo. 

O controle negativo foi apresentado na Figura 39 como histograma em cinza, enquanto 

as células tratadas foram demonstradas em forma de linha contínua. O controle positivo foi 

representado pela actinomicina D (50 M), que induziu diminuição de 47,19% do volume 

celular dos parasitos, quando comparado ao controle negativo (células não tratadas). 

As porcentagens de diminuição do volume celular encontradas para as células tratadas 

com a fração MAG foram: 35,6; 35,1; 42,2 e 40,31%, para as concentrações de 25, 50, 100 e 

200 g/mL, respectivamente. Estes dados sugerem que a alteração não foi dose-dependente. 

A diminuição do volume celular quantificada por citometria de fluxo (Figura 39), após 

24 h de tratamento das formas promastigotas com concentrações abaixo (25 g/mL) e acima 

(50, 100 e 200 g/mL) da CI90 (32,28 g/mL) da fração MAG, contradiz o observado 

qualitativamente na Figura 33, onde as células tratadas com a CI90 demonstrou aparente 

aumento do volume celular, quando comparado às imagens do grupo controle. Contudo, as 

alterações visualizadas por MEV (Figura 34) sugeriram diminuição do volume celular. 
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Figura 39 - Avaliação do volume celular em formas promastigotas de L. amazonensis 

tratadas com a fração MAG.  

 

 

 

Legenda: (A) controle positivo (Actinomicina D - 50 M). As formas promastigotas foram 

tratadas com a fração MAG nas concentrações de: (B) 25 g/mL; (C) 50 g/mL; (D) 100 

g/mL; (E) 200 g/mL. A área em cinza corresponde ao controle com células não tratadas. 

FSC-Height: detector de dispersão para o tamanho da célula analisada. Fonte: a autora, 2015.  
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5.6.9 – Discussão dos Resultados Relacionados à Atividade Antileishmania da 

Fração MAG e o seu Provável Mecanismo de Ação 

 

A discussão a seguir refere-se à compilação dos resultados (item 5.6 a 5.6.8) 

demonstrados para a fração MAG, com o intuito de correlacionar os dados obtidos para estas 

substâncias e os relatos da literatura, a fim de predizer o provável mecanismo de ação destes 

1-monoalcilglicerois (MAG) sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, agente 

causador da leishmaniose cutânea. 

Neste estudo, a fração MAG foi testada sobre formas evolutivas de L. amazonensis 

como fitocomplexo e demonstrou atividade promissora.  

Sabe-se que ésteres acílicos graxos são derivados de ácidos graxos que pertencem à 

classe dos lipídios, são solúveis em solventes orgânicos e as estruturas mais simples derivam 

biosinteticamente do complexo enzimático ácido graxo sintetase (MOYNA e HEINZEN, 

2007). Os ésteres de glicerol fazem parte dos ésteres acílicos graxos e podem ser classificados 

como glicerolipídios, estes podem ser do tipo neutro como os 1- monoacilglicerois 

(GUNSTONE, 1994; FUCHS et al., 2011). Este grupo de substâncias, pertence ao grupo de 

metabólitos primários nas plantas e funciona como reserva energética, função estrutural ou de 

recobrimento, além, de atuar como mensageiros em diversos processos metabólicos nas 

plantas (CASTRO et al., 2004; MOYNA e HEINZEN, 2007).  

Os tripanosomatídeos, incluindo o T. cruzi, T. brucei e espécies de Leishmania, 

possuem altas taxas de ácidos graxos insaturados como componentes das membranas, que são 

essenciais para manutenção da viscosidade da bicamada lipídica. Além, de serem 

responsáveis pela mobilidade e pelas proteínas integradas na membrana, fornece flexibilidade 

e permeabilidade seletiva para a membrana citoplasmática, indicando que a via biossíntética 

dos ácidos graxos é crucial para sobrevida destes micro-organismos. Duas rotas biossintéticas 

de ácidos graxos são conhecidas, a mitocondrial do parasito e uma via associada à membrana 

plasmática destes tripanosomas. As características da biossíntese dos ácidos graxos nos 

tripanosomatídeos são diferentes da presente em células de mamíferos, revelando esta via 

como potencial alvo para o desenvolvimento de fármacos (ALLOATTI e UTTARO, 2011; 

UTTARO, 2014; LIVORE e UTTARO, 2015). 

Felício et al. (2010) detectaram o potencial antileishmania do extrato da alga vermelha 

Bostrychia tenella J. Agardh, as subfrações hexânica e diclorometano apresentaram atividade 

contra formas promastigotas de L. amazonensis com CI50 de 1,5 e 4,3 g/mL, 

respectivamente. Os autores identificaram a presença de várias classes de substâncias nas 
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frações ativas, como alcanos, alquenos, ácidos carboxílicos de cadeia longa, amidas, imidas, 

aromáticos, ésteres, lactonas, derivados do colesterol e ácidos graxos livres, e sugeriram com 

base na literatura que, estes últimos podem agir provocando ruptura na membrana plasmática.  

Os valores encontrados por Felício et al. (2010), assemelham-se aos achados neste 

estudo, para as formas promastigotas de L. amazonensis com CI50 < 5 g/mL da fração MAG 

(Tabela 11) indicando boa atividade antileishmania.  

Carballeira et al. (2012) sintetizaram o ácido 2-octadecinóico (ácido graxo 2-alquinóico) 

que inibiu a enzima topoisomerase IB de amastigotas axênicas de L. donovani (CE50: 5,3  

0,7 M). Contra amastigotas de L. donovani este ácido graxo apresentou CI50 de 11 M, com 

CC50 > 100 M sobre macrófagos murinos. Após, a avaliação da exposição da fosfatidilserina 

sobre promastigotas de L. donovani tratados com este ácido 2-alquinóico, foi descartada a 

morte celular via apoptose. Os autores também avaliaram que, a potência de inibição dos 

ácidos graxos é dependente do tamanho da cadeia de carbono. 

Assim como, o resultado supracitado sobre a avaliação da exposição da fosfatidilserina, 

a fração MAG foi considerada negativa neste estudo para este ensaio (Figura 38).  

Ações biológicas diferenciadas, já foram estabelecidas para os ácidos graxos 2-

alquinóico, como atividade antineoplásica contra linhagem celular de neuroblasma humano, 

onde o ácido 2-octadenóico induziu morte celular via necrose. O ácido graxo 6-nonadecinóico 

foi relatado como potente antifúngico, com provável mecanismo de ruptura da homeostase 

dos ácidos graxos destes micro-organismos. Ácidos graxos poli-insaturados exibiram 

atividade antimalária sobre o P. falciparum. Além, do tamanho da cadeia do n-alquil, o grau 

de insaturação também influenciou positivamente nas atividades antimicrobianas dos ácidos 

graxos (CARBALLEIRA, 2013). 

Jiménez-Coello et al. (2013 e 2014) avaliaram a atividade in vivo do extrato clorofórmio 

das sementes de Carica papaya, que apresentaram três ácidos graxos majoritários (ácido 

oleico, palmítico e esteárico), esta mistura reduziu o número de tripomastigotas e amastigotas 

intracelulares de T. cruzi em camundongos BALB/c. 

Recentemente, a atividade antitripanosoma foi descrita para o ácido 12,14-

octadecadinóico (ácido macrocárpico), um derivado acetileno de ácido graxo isolado do 

extrato hexano das sementes de Porcelia macrocarpa, a fração com ácido macrocárpico 

apresentou uma CI50 de 5,32 g/mL, sobre as tripomastigotas de T. cruzi, e a CC50 > 100 

g/mL sobre fibroblasto, indicando maior seletividade sobre o parasito. A substância isolada 
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(ácido macrocárpico) exibiu CI50 de 10,70 M e CC50 de 44,27 M, quando avaliada sobre as 

mesmas células que a fração (SANTOS et al., 2015). 

O resultado descrito acima, para a fração contendo o ácido macrocárpico assemelha-se 

com os resultados deste estudo, sobre as formas evolutivas de L. amazonensis tratadas com a 

fração MAG (Figuras 29 e 30). 

Na literatura há relatos de estudos com ácidos graxos isolados de plantas, algas, micro-

organismos e sintetizados em laboratório. Porém, para a espécie A. macrocarpon não foi 

encontrado até o momento estudos com a classe de substâncias presente na fração MAG 

(ésteres de glicerol), isolada desta espécie e descrita para a atividade frente a formas 

evolutivas de L. amazonensis. 

As micrografias visualizadas por MEV, das formas promastigotas de L. amazonensis 

tratadas com o CI50 (2,31 g/mL) e CI90 (32,28 g/mL) da fração MAG apresentaram sinais 

sugestivos de pequenas perfurações na superfície da membrana celular, e locais com 

extravasamento do conteúdo citoplasmático (Figura 34), aparente diminuição do volume do 

corpo celular também foi evidenciada (Figura 34 - C). Quanto ao flagelo, as alterações mais 

evidentes foram encurtamento e duplicidade (Figura 34).  

A presença de multiplicidade flagelar nos parasitos tratados com a fração MAG foi 

demonstrada na Figura 32 e 33, onde foi evidenciado um maior número de células com dois e 

três flagelos, quando comparado ao controle de células não tratadas. A presença de mais de 

um núcleo e cinetoplasto por células, também foram observados na Figura 33. Além de, um 

aumento aparente do volume do corpo celular do parasito (Figura 33 - E e F), este pode ser 

justificado pela alteração do ciclo celular quantificada por citometria de fluxo, que indicou 

maior porcentagem de células na Fase S do ciclo celular, onde ocorre a replicação do DNA, 

indicando indução do processo replicativo de forma anormal. Isso corrobora com as 

evidências microscópicas de injúria celular durante o processo de replicação, na qual ficaram 

retidas na Fase S do ciclo celular grande parte da população celular de promastigotas de L. 

amazonensis tratadas com a fração MAG (Tabela 15). 

O controle positivo utilizado no ensaio do ciclo celular foi o taxol, que apresentou 

valores próximos aos observados pelos parasitos tratados com a fração MAG (Tabela 15), 

onde grande parte da população celular também permaneceu na Fase S. De acordo com dados 

da literatura para o taxol, este promove alteração do ciclo celular por induzir 

despolimerização dos microtúbulos durante a fase mitótica da divisão celular, e não promove 

a fragmentação do DNA ou RNA (SURAPANENI; DAS e DAS, 2012). 
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Estas alterações relacionadas com ciclo celular também foram visualizadas na MEV 

(Figura 34 - B e D) e na MET (Figura 35 - E, F e G) após, tratamento com a fração MAG. 

Nesta última figura as micrografias demonstraram células com presença de quatro (4) 

axonemas na mesma bolsa flagelar. Em outra célula, observou quatro cinetoplastos ao redor 

de um axonema, e presença de dois núcleos na mesma célula, e um vacúolo autofágico. 

A MEV e a MET são ferramentas úteis frequentemente utilizadas em estudos de 

parasitos tratados com diferentes substâncias, a fim de contribuir para descoberta dos 

possíveis sítios de ação no parasito (ADADE; SOUTO-PADRÓN, 2010). 

De acordo com Macedo-Silva et al. (2013), alterações intensas foram visualizadas na 

MEV de promastigotas de L. amazonensis tratadas com itraconazol e posaconazol, como 

arredondamento e mudança na superfície celular. Alterações observadas por MET para esta 

associação evidenciaram a presença de autofagossomas e mitocôndrias inchadas com 

membranas concêntricas. Enquanto, Veiga-Santos et al. (2010) evidenciaram perda do 

conteúdo citoplasmático e retração do corpo do parasito, após o tratamento das formas 

tripomastigotas de T. cruzi com piperovatina (amida), visualizadas por MEV. Estas 

características também evidenciadas neste estudo, como já descrito anteriormente para formas 

promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fração MAG. 

Kathuria et al. (2014) identificaram por MEV, a presença de células com aspecto 

arredondado e diminuição do corpo celular de promastigotas de L. donovani tratadas com um 

diterpenoide (16-hidrocleroda-3,13(14) Z-dien-15,16-olida). E por MET, este mesmo 

tratamento, evidenciou mitocôndrias inchadas, presença de acúmulo anormal de lipídeos, 

aumento de vacúolos citoplasmáticos e picnose, que é a condensação da cromatina do núcleo 

devido a processo patológico, indicativo de necrose. 

A avaliação quantitativa do volume celular por citometria de fluxo indicou diminuição 

do volume celular (Figura 39). Essa alteração foi praticamente à mesma nas concentrações de 

25 e 100 g/mL com uma diminuição do volume celular de 35%, quando comparado ao 

controle de células não tratadas, e diminuição de cerca de 40% para as células tratadas com 50 

e 200 g/mL. Estas porcentagens (35 – 40%) sugerem que a diminuição do volume celular 

ocorreu independente da concentração da fração MAG usada, insinuando que a diminuição do 

volume celular possa ser a causa, e não a consequência, ou seja, pode-se deduzir que a 

presença destes 1-monoacilglicerois (MAG) possa ter permeado a superfície celular do 

parasito como visualizado na MEV, nos pontos de obstrução/perfurações (Figura 34 - F, I, G e 



172 

 

H) e levado ao extravasamento do conteúdo citoplasmático, bem como uma sequência de 

danos no interior do parasito.  

Contudo, na concentração de 200 g/mL observa-se também, uma diminuição no 

número de células contadas (Figura 39 – E), sugerindo um maior número de drebis celulares, 

ao invés de formas promastigotas. A concentração de 200 g/mL da fração MAG avaliada 

nos experimentos por citometria de fluxo, demonstrou alterações significativas, quando 

comparada ao controle de células não tratadas, mas também foi evidenciado diminuição na 

população de células contadas, inferindo que nesta concentração há presença de um número 

maior de células danificadas (drebis celulares). 

Embora, os resultados apresentados pela análise da integridade de membrana celular em 

formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fração MAG, apresentaram pouca 

diferença quando comparada ao controle negativo (Figura 37), estes dados corroboram com os 

visualizados no ensaio da exposição da fosfatidilserina (Figura 38) que não demonstrou 

positividade para anexina V – FITC. 

Segundo Felício et al. (2010) há muitos dados a serem explorados para compreensão do 

mecanismo de ação dos ácidos graxos, como por exemplo, pode-se sugerir que estes atuem 

nos fungos promovendo ruptura na membrana plasmática destes micro-organismos. 

De acordo com relatos da literatura, o processo de autofagia é um mecanismo 

importante para sobrevivência dos protozoários, e também está associado ao tratamento com 

diferentes classes de substâncias (RODRIGUES; SOUZA, 2008). 

O papel da autofagia na célula em resposta a presença de EROs pode ocorrer 

naturalmente, por exemplo, na presença de proteínas oxidadas de células velhas, sendo uma 

via essencial na diferenciação e desenvolvimento celular em resposta ao estresse. Contudo, se 

os mecanismos de sobrevivência falham, a morte programa é ativada em resposta ao estresse 

oxidativo, e neste caso a autofagia (morte celular programada tipo II) pode levar a morte 

celular do parasito (ALZATE et al., 2007; SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR, 2007; 

BRENNAND et al., 2011). 

No processo de autofagia além, da presença de vacúolos autofágicos (autofagossomos), 

ocorre aumento no número de corpos lipídicos anormais, que provavelmente são sobras não 

incorporadas na membrana plasmática ou de membranas que revestem várias organelas no 

citoplasma (RODRIGUES et al., 2002; BRITTA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014).  

Como já descrito, neste estudo foi observado na Figura 35, à presença de vacúolos 

autofágico e aparente aumento de corpos lipídicos no citoplasma. 
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Danos na mitocôndria são sinais característicos de injúria celular em protozoários da 

família Kinetoplastidae, pois estes apresentam uma mitocôndria única com um cinetoplasto 

que contém DNA, tornando neste aspecto esta mitocôndria diferenciada da de mamíferos e 

com interesse particular nesta organela como alvo terapêutico. As alterações na mitocôndria 

quantificada neste estudo, pelo ensaio com o marcador rodamina 123 e observadas por MET, 

evidenciou inchaço, danos nas cristas mitocondriais, perda da matriz mitocondrial, além da 

presença de múltiplos vacúolos no interior da mesma e membranas concêntricas semelhantes 

à bainha de mielina (Figura 37 - B, C, D). 

Portanto, alterações mitocondriais nos parasitos levam a uma sequência de mudanças 

celulares, como danos oxidativos em moléculas de lipídeos, carboidratos, ácidos nucléicos e 

proteínas, desestruturando de maneira geral toda a integridade celular. A não incorporação 

dos lipídeos para a formação de membranas leva o acúmulo destes, formando à disposição de 

corpos com conteúdo lipídios pelo citoplasma de forma desordenada (RODRIGUES et al., 

2002; GODINHO et al., 2013).  

Alterações relacionadas ao potencial de membrana mitocondrial podem envolver muitos 

processos celulares, como estresse oxidativo, apoptose e autofagia (IZUMI et al., 2012; 

SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR, 2007).  

Uttaro (2014) relatou que 10% da síntese de ácidos graxos nos tripanosomatídeos 

acontecem na mitocôndria, e a inibição desta via resulta em alterações mitocondriais e perda 

da viabilidade da célula do parasito. 

A avaliação do potencial de membrana mitocondrial (m), sobre as formas 

promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fração MAG demonstrou discreta 

hiperpolarização, em relação ao controle de células não tratadas, nas concentrações de 25 e 50 

g/mL e despolarização a partir de 100 g/mL (Figura 36). 

De acordo com dados da literatura, no processo de morte celular por necrose pode 

ocorrer hiperpolarização mitocondrial, embora menos comum que a despolarização, este 

evento pode ser atribuído ao aumento do consumo de oxigênio e aumento do fluxo de elétrons 

(BROOKES, 2005; ALZATE et al., 2007; BERGHE et al., 2010).  

Características de morte celular por necrose normalmente estão relacionadas a edema de 

organelas, ruptura de membrana plasmática com subsequente perda de conteúdo intracelular, 

incluindo permeabilização da membrana mitocondrial, condensação da cromatina ao redor do 

núcleo e clivagem do DNA, além de ganho do volume celular, este último não foi detectado 

neste estudo (KROEMER et al., 2009; BERGHE et al., 2010; CARBALLEIRA, 2013; 

RODRIGUES et al., 2014). Contudo, a ruptura e perda do conteúdo citoplasmático foram 
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evidenciadas tanto por MET, MEV, quanto na avaliação da integridade de membrana, e na 

avaliação da exposição da fosfatidilserina. Embora, estes dados tenham se mostrado discretos 

foram identificados neste estudo. 

As alterações visualizadas pelas análises microscópicas (microscópio óptico, MEV e 

MET) foram justificadas pela quantificação do ciclo celular, do volume celular, análise da 

integridade de membrana, exposição da fosfatidilserina e avaliação do potencial de membrana 

das formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fração MAG. 

Os dados demonstrados neste estudo indicam que o tratamento das formas 

promastigotas de L. amazonensis com a fração MAG provocou danos celulares característicos 

tanto de morte celular por autofagia, quanto por necrose. Indícios do processo de morte 

celular por necrose podem ser evidenciado pela presença de alterações na integridade da 

membrana celular do parasito, onde a superfície celular apresentou perfurações, e 

extravasamento do conteúdo citoplasmático visualizado por MEV e MET. Alterações na 

mitocôndria do parasito indicaram discreta hiperpolarização também característica de morte 

celular por necrose. Seguida da despolarização da membrana mitocondrial, sinal de morte por 

via autofágica ou apoptótica. Porém, a presença de estruturas de mielina no interior desta 

organela, juntamente com a alteração do potencial de membrana mitocondrial, aumento no 

número de corpos lipídicos e vacúolos autofágicos evidenciou processo de morte celular por 

autofagia para as promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fração MAG 

(RODRIGUES et al., 2002; IZUMI et al., 2012; VEIGA-SANTOS et al., 2010; RODRIGUES 

et al., 2014). 

A ausência de alguns sinais celulares e resultados negativos em experimentos 

contribuíram para a exclusão da morte celular por apoptose, como a ausência de blebs de 

membrana e da externalização da fosfatidilserina na membrana celular do parasito, permitiu 

descartar a hipótese desta forma de morte celular. Entretanto, um ensaio relacionado à 

fragmentação do DNA (LAZARIN-BIDÓIA et al., 2013) possa ser realizado para 

confirmação da ausência desta via de morte celular. 

Considerando as explanações dos dados experimentais e a discussão relacionada com os 

estudos da literatura, pode-se inferir sobre o potencial da fração com 1-monoacilglicerois 

(MAG) para obtenção de novas entidades químicas contra L. amazonensis. 
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5.7 – Caracterização Química da Amostra F.A.21-22 Isolada da Fração Acetato de Etila 

(F.A) da Casca do Caule de A. macrocarpon. 

 

A Figura 40 apresenta a CCD da fração F.A-21 e F.A-22 eluídas junto com o padrão de 

quercetina, ambas apresentaram Rf de 0,5 igual à quercetina. A fração F.A-19 e F.A-20 

também foram eluídas na mesma CCD. Entretanto, na visualização da CCD na câmara de luz 

ultravioleta curto (254 nm) a F.A-19 e F.A-20 apresentaram mais de uma mancha. Por isto, a 

F.A-21 e F.A-22 que demonstraram na CCD a presença de mancha única, foram reunidas 

(195,30 mg) e submetidas às análises biológicas e espectrais. A amostra foi codificada como 

F.A-21-22. A CCD da Figura 40 não foi revelada e a foto foi retirada sob luz branca. 

 

Figura 40 - Cromatografia em camada delgada (CCD) das frações F.A-19, F.A-20, F.A-21 e 

F.A-22 isoladas da fração F.A da casca do caule de A. macrocarpon. 
 

 
 

Legenda: Q – padrão de quercetina; 19, 20, 21 e 22 são frações isoladas da fração acetato de 

etila. Fase móvel utilizada para a CCD: Clorofórmio:Metanol (9:1). Fonte: a autora, 2015. 
 

A fração F.A-21-22, um sólido amorfo, de coloração amarelo, foi selecionada para 

caracterização química por espectroscopia no IV e de RMN, para identificação da substância. 

O espectro de IV (Figura 40) da fração F.A-21-22 apresentou banda larga e intensa em 

3294 cm
-1

 característica de estiramento de OH em ligação de hidrogênio inter- ou 

intramolecular. Na região de 1700 e 1630 cm
-1

 encontra-se também estiramento relacionado a 

CO de aril-cetona (LOPES; FASCIO, 2004). Estes dados corroboram com os visualizados 

para a F.A.21-22, que também apresentou bandas em 1676 e 1641 cm
-1

. 
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Figura 41 – Espectro na região do infravermelho da fração F.A.21-22. 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

T
ra

n
s
m

it
â

n
c
ia

 (
%

)

Número de ondas (cm
-1
)

 

Fonte: a autora, 2015. 

 

Na região do IV entre 3100 e 3000 cm
-1

 é característica de deformação axial de CH 

aromático, porém estas podem estar sobrepostas com a banda larga da hidroxila, por isto não 

foram definidas para a fração F.A-21-22 (Figura 40) (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; 

WEBSTER; KIEMLE, 2012). 

No espectro de IV para a fração F.A-21-22 foram observadas várias bandas intensas na 

região entre 1500 e 1000 cm
-1 

(Figura 40), entretanto nesta região ocorrem absorções fortes de 

muitas deformações, como por exemplo, vibrações no plano de dobramento CH de 

aromáticos. Assim como, vibrações do dobramento de COH de fenois, que aparece como 

pico largo e fraco em 1440 e 1220 cm
-1

, por isto estas regiões de sobreposição dos sinais, são 

pouco úteis para interpretação do espectro (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; 

KIEMLE, 2012). 

O espectro de RMN 
1
H da F.A-21-22 (Tabela 16 e Figura 41) foi comparado com dados 

da literatura (BILIA et al., 1996) para o flavonoide quercetina [2-(3’,4’-dihidroxifenil)-3,5,7-

trihidroxicromen-4-ona] (CZEPAS; GWOZDINSKI, 2014), e apresentou sinais na região de 

hidrogênios aromáticos: H8 6,39 (d, J = 2,1 Hz, 1H) e H6 6,18 (d, J = 2,1 Hz, 1H) 

localizados no anel A, que encontram-se mais desblindados quando comparados aos 

localizados nos anel B, em função do padrão de substituição do anel A.  
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Os sinais de hidrogênios localizados no anel B foram observados em H2’ de 7,74 (d, J = 

2,1 Hz, 1H); H5’ 6,89 (d, J = 8,5 Hz, 1H) e H6’ 7,64 (dd, J = 8,5; 2,1 Hz, 1H). Todos são 

hidrogênios metínicos aromáticos (Tabela 16 e Figura 41). 

 

Tabela 16 - Dados de RMN de 
1
H (500 MHz, Metanol-d4) para a fração F.A-21-22, 

comparados com valores descritos na literatura para quercetina, demonstrada 

abaixo. 

O

OH

OH

OH

OH O

HO
1'2

3

456

7

8

9

10

2' 3'

4'

5'

6'

H

H

H

H

H

A

B

C

 

 

Hidrogênio 
F.A-21-22 

H* 

Quercetina
1
 

H* 

8 6,39 (d, J = 2,1; 1H) 6,45 (d, J = 2,2; 1H) 

2' 7,74 (d, J = 2,1; 1H) 7,40 (m)** 

5' 6,89 (d, J = 8,5; 1H) 6,90 (d, J = 9,0; 1H) 

6' 7,64 (dd, J = 8,5; 2,1; 1H) 7,40 (m)** 

6 6,18 (d, J = 2,1; 1H) 6,21 (d, J = 2,2; 1H) 

*Deslocamentos químicos em ppm (H) com referência ao sinal residual do metanol-d4 e 

constantes de acoplamento (J, entre parênteses) em Hz. 
1
Bilia et al. (1996). **Nos dados de 

Bilia et al. (1996), os sinais dos hidrogênios 2’ e 6’ se sobrepõem em um multipleto em 7,40 

ppm com integração para dois hidrogênios. Fonte: a autora, 2015. 

 

O espectro de RMN 
1
H da F.A-21-22 (Tabela 16 e Figura 41) apresentou cinco sinais de 

hidrogênio que coincidem com os deslocamentos químicos dos hidrogênios descritos na 

literatura para a quercetina. No espectro de RMN 
1
H da F.A-21-22 não foi visualizado sinais 

para deslocamentos relacionados a hidrogênios das hidroxilas, como o observado por Kurkin 

e Pravdivtseva (2007) para a quercetina, onde o hidrogênio da hidroxila ligada ao carbono 

cabinólico 5 apresentou H em 12,20 (s, 1H) (espectro total de RMN 
1
H da F.A-21-22 até 14 

ppm apresentado no anexo C). 
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Figura 42 - Espectro de RMN de 
1
H da fração F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-d4) (A) espectro total, (B) expansões e (C) quercetina.  

 

Fonte: a autora, 2015. 
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O espectro de RMN 
13

C da FA.21-22 apresentou 15 sinais de carbonos (Tabela 17 e 

Figuras 42 e 43), correspondentes ao número de carbono presentes na forma molecular da 

quercetina (C15H10O7) segundo dados da literatura (BILIA et al., 1996; KURKIN; 

PRAVDIVTSEVA, 2007). 

 

Tabela 17 - Dados de RMN de 
13

C e DEPT 135 da fração F.A-21-22 (125 MHz, Metanol-d4), 

comparados com valores de deslocamentos químicos descritos na literatura para 

quercetina, demonstrada abaixo. 

O

OH

OH

OH

OH O

HO

1'2

3
45

6

7

8

9

10

2'

3'

4'

5'

6'
A

B

C

 
 

Carbono 
F.A-21-22 

C* 

Quercetina
1
 

C* 

2 146,2 146,4 

3 137,2 135,4 

4 177,3 175,7 

5 162,5 160,0 

6 99,2 98,1 

7 165,6 164,0 

8 94,4 93,2 

9 158,2 156,2 

10 104,5 103,2 

1' 124,1 122,3 

2' 116,0 115,3 

3' 148,0 145,1 

4' 148,8 148,0 

5' 116.2 115.7 

6' 121.7 120.0 

*Deslocamentos químicos em ppm (C) com referência ao sinal residual do metanol-d4. 
1
Bilia 

et al (1996). Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 43 - Espectro de RMN de 
13

C da fração F.A-21-22 (125 MHz, Metanol-d4), (A) espectro total (B) expansões, (C) quercetina.  

 

Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 44 - Espectro de RMN de DEPT
 
135 da fração F.A-21-22 (125 MHz, Metanol-d4), espectro total (A), expansões (B), quercetina (C).  

 

Fonte: a autora, 2015. 
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Os carbonos 6 e 8 do anel aromático A apresentaram C em 99,2 e 94,4 

respectivamente, estes deslocamentos estão em região mais blindada do espectro quando 

comparada com os deslocamentos químicos dos demais carbonos (Tabela 17 e Figuras 42 e 

43), este efeito ocorre em função da posição dos carbonos carbinólicos (C5 e C7) do anel 

aromático A. Posto que, a presença de hidroxilas em posição orto aumentam a blindagem do 

núcleo de carbono, diminuindo o deslocamento químico do mesmo. O padrão de substituição 

de substâncias aromáticas influência diretamente nos deslocamentos químicos dos átomos de 

carbono no espectro (SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009; PAVIA et al., 2010; 

SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012). 

O efeito de blindagem supracitado também foi observado, para o carbono quaternário 

C10 do anel aromático A, com  de 104,5 devido à presença da carbonila em C-4, e o carbono 

carbinólico C5 em orto, assim como o carbono C9 ligado à função éter. Estas características 

relacionadas à blindagem pela presença da hidroxila em orto, também foi observada para o 

carbono C5’ (C   116,2) e C2’ (C   116,0) quando comparada ao carbono C6’ (C = 121,7), 

no anel aromático B (Tabela 17). 

Os espectros bidimensionais de COSY, HSQC e HMBC, foram úteis para confirmação da 

estrutura da substância presente na fração F.A-21-22. 

No mapa de contornos COSY (Figura 44) foi observado correlações dos hidrogênios 

metínicos do anel aromático B, onde o hidrogênio H5’ (H = 6,89) correlaciona com o 

hidrogênio H6’ (H = 7,64), este por sua vez correlaciona com o H2’ (H = 7,74). No anel 

aromático A observou-se correlação entre os hidrogênios metínicos H6 (H = 6,18) e H8 (H = 

6,39). 

O mapa de contornos HMBC (Figura 45), apresentou a correlação do hidrogênio 8 ( = 

6,39) com o carbono metínico (C6) em  de 99,2 e deste hidrogênio (H8) com o carbono 

quaternário C10 (C = 104,5) e C9 (C = 158,2), além da correlação com o carbono 

carbinólico C7 (C = 165,6). O hidrogênio 6 ( = 6,18) mostrou correlação com o carbono 

metínico C8 (C = 94,4), com o carbono quaternário C10 (C = 104,5) e com os carbonos 

carbinólicos C5 (C = 162,5) e C7 (C = 165,6). Confirmando as atribuições sugeridas para os 

átomos de hidrogênios e carbonos do anel aromático A para a estrutura da quercetina (Tabelas 

16 e 17). Da mesma maneira as correlações dos carbonos e hidrogênios atribuídas para o anel 

aromático B (Tabelas 16 e 17) foram confirmadas pelo HMBC. 

As correlações descritas acima também foram constatadas no mapa de contorno HSQC 

(Figura 46) que apresentou correlação entre o carbono metínico (C2’) com  em 116,0 e o 
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hidrogênio com  em 7,74. Assim como, os carbonos metinícos C5’ e C6’ com  de 116,2 e 

121,2 respectivamente, correlacionando com os hidrogênios de  em 6,89 e 7,64 

respectivamente, justificando a posição destes no anel aromático B da quercetina (Tabelas 16 e 

17). Os carbonos metínicos C6 e C8 também apresentaram correlações que confirmaram suas 

posições no anel aromático A da quercetina (Tabelas 16 e 17). 

 

Figura 45 - Mapa de contornos COSY expandido
* 
para a fração F.A-21-22 (500 MHz, 

Metanol-d4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Mapa de contorno COSY total apresentado no Anexo C. Fonte: a autora, 2015. 

 

Figura 46 - Mapa de contornos HMBC expandido
*
 da fração F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-

d4). 

 

* Mapa de contorno HMBC total no Anexo C. Fonte: a autora, 2015.  
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Figura 47 - Mapa de contornos HSQC da fração F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-d4) (A) mapa 

total (B) expansão (C) quercetina. 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora, 2015.
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Baseado na interpretação dos espectros de IV, RMN de 
1
H, 

13
C, DEPT, COSY, HSQC e 

HMBC, em comparação com os dados obtidos na literatura (Tabelas 16 e 17), pode-se sugerir 

para a fração F.A-21-22 a presença da substância quercetina, um metabólito secundário da 

classe dos flavonoides. A partir de agora no texto, a F.A21-22 será denominada de quercetina. 

De acordo com dados da literatura para a espécie A. macrocarpon, o flavonoide rutina 

(quercetina-3-rutinosídeo) foi isolado das folhas desta planta por Bannwart et al. (2013a; 

2013b) e a atividade antioxidante do extrato seco atomizado da casca do caule de A. 

macrocarpon avaliada por Azevedo (2013), esta ação pode estar relacionada com a presença 

da quercetina. 

 

5.8 - Avaliação do Efeito Antileishmania in vitro da Quercetina em Combinação com 

Anfotericina B (Q+A) e Miltefosina (Q+M). 

 

A quercetina (item 5.7), substância presente na fração FA.21-22, foi isolada da fração 

acetato de etila, fracionada do extrato bruto da casca do caule de A. macrocarpon e submetida 

a avaliação da atividade antileishmania neste estudo.  

Esta substância é um flavonoide de ampla distribuição na natureza, encontrada em 

várias famílias de plantas superiores e presente em muitos vegetais e frutas. Possuí ação 

antioxidante e um vasto espectro de atividade biológica, como por exemplo, ação 

anticancerígena, imunomoduladora e na prevenção de doenças cardiovasculares (MANJOLIN 

et al., 2013). Por isto, a quercetina, juntamente com os seus análogos estruturais, vem sendo 

amplamente estudada sob o ponto de vista químico e biológico, seja isoladamente ou no 

fitocomplexo. 

A ação antileishmania da quercetina já foi relatada previamente por Fonseca-Silva et al. 

(2011 e 2013) que demostraram a atividade da quercetina sobre promastigotas e amastigotas 

intracelulares de L. amazonensis.  

Outros trabalhos sobre plantas medicinais que avaliam a atividade antileishmania 

também concluíram a efetividade da quercetina sobre as formas evolutivas de L. amazonensis, 

seja a quercetina aglicona ou ligada a heterosídeos.  

Recentemente, Lima et al. (2015) avaliaram a atividade antileishamania e 

antitripanosoma de substâncias fenólicas isoladas da espécie Calea uniflora Less., e 

descreveram a presença da quercetina 3-O-glicopiranosil como ativa, entre outros flavonoides. 

Além disso, o mecanismo de ação da quercetina tem sido vastamente investigado em especial 

sobre as formas evolutivas de Leishmania spp. Nesse sentido, alguns estudos descrevem o 
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mecanismo de ação da quercetina envolvendo a arginase, uma enzima essencial para 

proliferação celular em L. amazonensis como o descrito por Silva, Maquiaveli e Magalhães 

(2012). 

Portanto, este estudo visou à exploração do efeito da combinação desse flavonoide com 

fármacos utilizados para o tratamento de leishmanioses, como a anfotericina B e a miltefosina. 

 

5.8.1 - Atividade Antiproliferativa Frente às Formas Promastigotas e Amastigotas 

Intracelulares de L. amazonensis e Efeito Citotóxico da Quercetina, 

Anfotericina B e Miltefosina Isoladamente. 

 

De acordo com a Tabela 18, é possível verificar a atividade da quercetina presente na 

F.A21-22, assim como da anfotericina B e miltefosina isoladamente sobre formas 

promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, e sobre macrófagos da linhagem J774-A1. 

Foram demonstrados os índices de seletividades (IS) destes fármacos, em relação aos valores 

de CI50 com os valores de CC50 de cada substância (Tabela 18).  

 

Tabela 18 - Atividade antiproliferativa sobre promastigotas e amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis, efeito citotóxico sobre macrófagos J774-A1 e índice de 

seletividade (IS) da Quercetina, Anfotericina B e Miltefosina. 

 

Amostras 

Macrófago 

J774-A1 

CC50 (M) 

Promastigota 

CI50 e CI90 

(M) 

IS 

CC50/ 

CI50 

Amastigota 

Intracelular 

CI50 e CI90 (M) 

IS 

CC50/ 

CI50 

Quercetina 287,98  5,13 
CI50: 61,93  1,36 

CI90: 175,16  2,06 
4,65 

CI50: 63,86  3,25 

CI90: NR 
4,51 

Anfotericina B 3,43  0,74 
CI50: 0,096  0,01 

CI90: 0,486  0,08 
35,70 

CI50: 0,61  0,01 

CI90: NR 
5,62 

Miltefosina 41,35  0,44 
CI50: 21,63  0,14 

CI90: 39,41  1,73 
1,91 

CI50: 2,45  0,38 

CI90: NR 
27,02 

NR: não realizado. Fonte: a autora, 2015. 

 

A partir da análise da Tabela 18, é possível concluir que a quercetina apresentou um 

perfil intermediário em relação à seletividade contra o parasito quando, comparada às outras 

substâncias testadas. Muitos estudos relatam a atividade contra formas promastigotas e 

amastigotas intracelulares de espécies de Leishmania spp., após tratamento com a quercetina, 

demonstrando seu potencial antileishmania (MITTRA et al., 2000; CAMACHO et al., 2002; 

TALEB-CONTINI et al., 2004; TASDEMIR et al., 2006; VILA-NOVA et al., 2012; DAS et 

al., 2013; LAGE et al., 2013; MONTRIEUX et al., 2014; LIMA et al., 2015).  
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Além da quercetina, outros polifenois, como o resveratrol apresentam atividade 

antileishmania interessante, demonstrando a importância desse grupo de metabólitos 

secundários na investigação de agentes antiparasitários (FERREIRA et al., 2014). 

Os resultados da anfotericina B demonstraram melhor atividade sobre promastigotas, 

quando comparada às amastigotas intracelulares. Valores semelhantes em relação à atividade 

antileishmania e citotoxicidade sobre macrófagos J774-A1 foram encontrados por Kaplum 

(2014), com CI50 de 0,06  0,0 M e 0,42  0,08 M e IS de 61,6 e 8,8 sobre promastigotas e 

amastigotas intracelulares de L. amazonensis, respectivamente.  

Vários outros estudos relataram valores semelhantes para CI50 e CC50 da anfotericina B, 

contra formas evolutivas de Leishmania spp., corroborando sobre a potência de ação deste 

fármaco sobre estes parasitos (SAHA; MUKHERJEE e BHADURI, 1986; CORRAL et al., 

2014; PAAPE, et al., 2014; TRICONI et al., 2014).  

De acordo com a Tabela 18, é possível observar que o IS da miltefosina foi mais 

apropriado para as formas amastigotas, quando comparado ao obtido para promastigota. 

Assim como ocorre para anfotericina B, a miltefosina também apresenta muitos estudos 

contra as formas evolutivas de Leishmania spp., com resultados semelhantes ao apresentado 

na Tabela 18. Estudos recentes descreveram sobre a atividade da miltefosina contra 

Leishmania sp. e relataram a eficácia desta substância em especial sobre as formas 

amastigotas (COELHO et al. 2014; PAAPE et al., 2014; MOREIRA et al., 2014; KAUR et al., 

2015). 

 

5.8.2 - Atividade Antiproliferativa Frente às Formas Promastigotas e Amastigotas 

Intracelulares de L. amazonensis e Efeito Citotóxico da Combinação de 

Quercetina com Anfotericina B e Miltefosina. 

 

Os resultados descritos na Tabela 19 demonstraram a atividade sobre formas 

promastigotas, amastigotas intracelulares, macrófagos J774-A1 e eritrócitos humanos da 

combinação da quercetina com a anfotericina B (Q+A) e da quercetina com a miltefosina 

(Q+M). Os valores foram expressos com base no cálculo do índice de combinação (Ic) (item 

4.2.2.12). De maneira geral, os dados obtidos para as combinações Q+A e Q+M 

demonstraram vantagens na associação destas substâncias (Tabela 19). 
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Tabela 19 - Atividade da combinação Q+A e Q+M sobre promastigotas, amastigotas 

intracelulares de L. amazonensis, macrófagos J774-A1 e eritrócitos humanos. 

 

Atividade 

realizada 

Combinação Q+A Combinação Q+M 

Índice Combinação 

(Ic) 

*Perfil de 

Ação 

Índice Combinação 

(Ic) 

*Perfil de 

Ação 

Promastigotas 0,36 Sinérgico 0,58 Sinérgico 

Amastigotas 

Intracelulares 
0,20 Sinérgico 0,48 Sinérgico 

Macrófagos 

J774-A1 
1,6 Antagônico 3,12 Antagônico 

Eritrócitos 

Humanos 
> 1,00 Antagônico > 1,00 Antagônico 

* O perfil de ação foi designado como sinérgico se Ic < 1, aditivo se Ic = 1 e antagônico se Ic 

> 1 (CHOU e TALALAY, 1984; CHOU, 2010; ZHAO; AU e WIENTJES, 2010; 

TALLARIDA, 2012). Q+A = combinação de quercetina e anfotericina B. Q+M = combinação 

de quercetina e miltefosina. Fonte: a autora, 2015. 

 

A associação entre Q+A apresentou um Ic de 0,36 e 0,20 sobre promastigotas e 

amastigotas, respectivamente, sendo este um perfil de ação sinérgico maior, daquele obtido na 

combinação Q+M, onde o Ic foi de 0,58 e 0,48 para promastigotas e amastigotas, 

respectivamente (Tabela 19). 

Os valores descritos na Tabela 19, para os índices de combinação (Ic), por si só são 

suficientes para expressar a natureza do perfil combinatório. Contudo, para corroborar com 

estes resultados foram montados isobologramas (Figura 47), em que os pontos localizados 

abaixo da linha de tendência confirmaram o perfil sinérgico (Ic < 1) para as combinações 

Q+A e Q+M sobre formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis, 

assim como o perfil antagônico (Ic > 1,00) para as combinações Q+A e Q+M sobre a 

citotoxicidade em macrófagos J774-A1, evidenciado pelos pontos dispostos acima da linha de 

tendência (Figura 47).  

O perfil de ação das combinações sobre eritrócitos humanos foi considerado antagônico 

para ambas as combinações (Q+A e Q+M). Apesar de ser expresso como Ic > 1 (Tabela 19), 

este não foi determinado com precisão, porque o maior valor da quercetina testado 

isoladamente (1000 g/mL) não apresentou porcentagem de hemólise neste estudo. A 

combinação foi antagônica, pois para todas as concentrações utilizadas de quercetina e 

anfotericina B na combinação não foi possível calcular a CC50 sobre os eritrócitos humanos.   
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Figura 47 - Isobologramas demonstrativos dos efeitos combinatórios entre a quercetina e 

anfotericina B (Q+A), e a quercetina e miltefosina (Q+M).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A-C: representaram a combinação Q+A sobre formas promastigotas e amastigotas 

intracelulares de L. amazonensis, respectivamente. B-D: representaram a combinação Q+M sobre 

formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis, respectivamente. E-F: 

representaram a combinação Q+A e Q+M, respectivamente, sobre a avaliação da citotoxicidade em 

macrófagos J774-A1. Fonte: a autora, 2015. 

 

Normalmente, os resultados do ensaio com eritrócitos são expressos em porcentagem de 

hemólise, e esta não deve ultrapassar 5% (HOU et al., 2008). Mas, neste caso o interessante 

foi mostrar que as combinações Q+A e Q+M tiveram perfis antagônicos na toxicidade sobre 

as hemácias, demonstrando outro parâmetro vantajoso destas combinações, por serem 

necessárias concentrações maiores dessas substâncias quando combinadas para causar danos à 

integridade da membrana dos eritrócitos. 

De acordo com dados da literatura, a amenização dos efeitos hemolíticos quando se 

associa anfotericina B a outras substâncias torna-se interessante, pois a anemia é um dos 

principais efeitos colaterais da administração desse fármaco, mesmo na forma lipossomal. Por 

isto, análises de constituintes do sangue devem ser realizadas duas vezes por semana durante 
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o período de tratamento com este fármaco (EIRAS; KIRKMAN e MURRAY, 2015). Anemia 

normocítica normocrômica acompanhada de trombocitopenia também foi relatado como 

sendo o segundo efeito colateral mais significativo da anfotericina B (FILIPPIN; SOUZA, 

2006). 

Por isto, estudos da associação ou complexação da anfotericina B são continuamente 

realizados, como por exemplo, a complexação da anfotericina B com polímero (sal do ácido 

metacrílico) que exibiu baixas propriedades hemolíticas, e manteve a atividade contra 

amastigotas de L. donovani (LES et al., 2014). 

Relatos da literatura descreveram sobre a ação hemolítica da miltefosina, em função 

desta substância atuar como um surfactante e promover a lise dos eritrócitos, liberando 

praticamente toda hemoglobina em uma concentração de 0,66 mM (WIEDER et al., 1999; 

ZHUKOVA; ROMANENKO e NIKOLAEVICH, 2010). Munoz et al. (2013) descreveram a 

ação da miltefosina sobre eritrócitos humanos, e concluíram que este fármaco estimula a 

entrada de Ca
2+

 com subsequente bloqueio e retração da membrana celular, características da 

morte suicida dos eritrócitos (eriptose).  

Os dados relacionados à quercetina (Tabela 19) e a sua contribuição em prevenir e 

diminuir o processo anémico provocado, seja pela doença em si ou por fármacos usados 

durante o tratamento, corrobora com os resultados encontrados neste estudo sobre a ação da 

quercetina sozinha ou combinada com anfotericina B ou com a miltefosina sobre eritrócitos 

humanos 

No caso da avaliação citotóxica esperava-se que as substâncias combinadas fossem 

menos tóxicas sobre as células de mamíferos, do que quando avaliadas isoladamente. Para 

isso, a CC50 das amostras combinadas deveria ser maior que a CC50 das substâncias sozinhas, 

ou seja, uma concentração maior das substâncias combinadas seria necessária para provocar 

citotoxicidade em 50% dos macrófagos J774-A1 (Tabela 20). Assim, a citotoxicidade sobre 

macrófagos J774-A1 apresentou efeito antagônico para ambas as combinações. Tal perfil é 

considerado o mais apropriado, uma vez que é necessário um efeito sinérgico sobre os 

parasitos e um efeito protetivo ou antagônico sobre as células de mamíferos, diminuindo os 

efeitos tóxicos. 

Dentre as combinações analisadas sobre os macrófagos J774-A1, o perfil antagônico foi 

evidenciado de forma mais intensa para a combinação Q+M (Tabela 19 e Figura 47 - F). 

Pode-se afirmar ainda, que a quercetina influenciou positivamente o Ic sobre os macrófagos, 

por apresentar citotoxicidade em concentração mais elevada quando combinada com a 

miltefosina (Tabelas 19 e 20). 
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Tabela 20 - Concentrações de quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladas e combinadas 

(Q+A e Q+M) utilizadas no ensaio de citotoxicidade sobre macrófagos J774-A1. 

 

Amostras 
Macrófagos J774-A1 

CC50 (M) 

Quercetina 287,98  5,13 

Anfotericina B 3,43  0,74 

Miltefosina 41,35  0,44 

Q+A 
Q: 122,39 

A: 3,96 

Q+M 
Q: 593,27 

M: 43,99 

Legenda: Q+A: combinação de quercetina com anfotericina B, Q+M: combinação de 

quercetina com miltefosina, Q: quercetina, A: anfotericina B, M: miltefosina. Os resultados 

dos CC50 das combinações Q+A e A+M foram obtidos a partir da média das diferentes 

concentrações combinadas de pelo menos três experimentos independentes. Fonte: a autora, 

2015. 

 

Relatos na literatura relacionam a atividade sobre formas evolutivas de Leishmania sp. a 

partir da combinação de quercetina, a anfotericina B e a miltefosina com outras substâncias. 

Neste sentido, a atividade in vivo da associação da anfotericina B com o tamoxifeno sobre 

formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis foi estudada por Triconi 

et al. (2014). Os autores relataram uma boa resposta boa resposta parasitológica e clínica 

desta combinação. A anfotericina B também foi estudada em associação com o resveratrol, 

apresentando perfil de ação sinérgico contra amastigotas de L. amazonensis (FERREIRA et 

al., 2014). Outras associações promissoras com anfotericina B foram relatadas na literatura 

sobre formas de Leishmania spp. (RIABI et al., 2013; CORRAL et al., 2014;). Até mesmo a 

associação da anfotericina B com a miltefosina apresentou melhoria na atividade quando 

avaliada sobre formas amastigotas de L. donovani (SEIFERT; CROFT, 2006). Recentemente, 

Pham et al. (2014) descreveram como vantajosa associação da anfotericina B com miltefosina 

quando encapsuladas em nanocomplexos lipídicos, por melhorar o perfil farmacocinético por 

via oral. 

A atividade combinada da miltefosina também foi avaliada em vários estudos com 

outros fármacos e apresentou ação sinérgica sobre formas evolutivas de espécies de 

Leishmania (FARCA et al., 2012; SOUSA et al., 2014; SANTAREM et al., 2014). 

Já em relação à quercetina, recentemente, Amin et al. (2015) demonstraram o efeito 

combinatório da associação com rutina e morina, além de antibióticos já consolidados na 
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terapêutica contra bactérias Staphylococcus aureus meticilina resistente. Em todas as 

associações houve potencialização da atividade antibacteriana. 

Estudos de associação da quercetina com outros fármacos estão relacionados com 

estudos farmacológicos de ação anticancerígena, devido à eficácia da quercetina sobre células 

tumorais e pela capacidade da ação antioxidante, contribuindo para prevenção dos efeitos 

danosos provocados por outros fármacos. Dentre esses estudos, pode-se citar a diminuição da 

proliferação de células HT-29 (células de câncer de cólon) quando associada à quercetina com 

resveratrol (FOLLO-MARTINEZ et al., 2013) e a inibição da migração e invasão de células 

KB/CRV, células de câncer oral humano resistente à vincristina. Além disso, a quercetina foi 

capaz de anular a resistência dessas células à vincristina (YUAN et al., 2014). Associações 

quimiopreventivas da quercetina com outras substâncias de origem natural, como a curcumina 

ou com outros quimioterápicos de uso na terapêutica, tem se mostrado eficazes (SAMUEL et 

al., 2012; NAIR; MALHOTRA e DHAWAN, 2015). 

Embora, a quercetina seja uma substância amplamente estudada e conhecida, novas 

investigações sobre essa molécula associada a outros fármacos estão em constante avaliação, 

com exploração contínua do potencial antioxidante deste flavonoide. 

Entretanto, poucos estudos relatam a ação da quercetina associada com outros fármacos 

para ação sobre espécies de Leishmania. Os estudos disponíveis na literatura exploraram a 

atividade da quercetina isolada ou no fitocomplexo sobre os protozoários, além da avaliação 

de seu mecanismo de ação. Por isto, ensaios com da quercetina foram conduzidos a fim de 

investigar a combinação deste flavonoide com fármacos já consagrados para o tratamento de 

leishmanioses. Pela primeira vez, a associação da quercetina com anfotericina B e quercetina 

com miltefosina foram relatados com perfil de ação sinérgico frente às formas promastigotas e 

amastigotas de L. amazonensis, bem como a ação citotóxica antagônica sobre macrófagos de 

linhagem e eritrócitos humanos.  

 

5.8.3 - Avaliação por Microscopia Eletrônica de Varredura e Transmissão da Atividade 

da Quercetina, Anfotericina B e Miltefosina Isoladas e em Combinação Sobre 

Formas Promastigotas de L. amazonensis. 

 

As alterações morfológicas e ultraestruturais foram analisadas por microscopia 

eletrônica de varredura e transmissão, respectivamente, em formas promastigotas de L. 

amazonensis. Para estas análises as promastigotas foram tratadas com as CI50 e CI90 da 
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quercetina isolada da fração acetato de etila do caule da casca de A. macrocarpon, e com 

anfotericina B e miltefosina isoladas e em combinação (Tabela 21).  

 

Tabela 21 - Concentrações de quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladas e combinadas 

(Q+A e Q+M) utilizadas no ensaio antiproliferativo de promastigotas de L. 

amazonensis para análise em microscopia eletrônica de varredura e transmissão. 
 

Amostras 
Promastigotas 

CI50 (M) CI90 (M) 

Quercetina 61,93 175,16 

Anfotericina B 0,096 0,49 

Miltefosina 21,62 39,41 

Q+A 
Q: 15,02 

A: 0,011 

Q: 121,29 

A: 0,43 

Q+M 
Q: 24,15 

M: 4,12 

Q: 115,80 

M: 21,35 

Legenda: Q+A: combinação de quercetina com anfotericina B, Q+M: combinação de 

quercetina com miltefosina, Q: quercetina, A: anfotericina B, M: miltefosina. Fonte: a autora, 

2015. 

 

As alterações morfológicas observadas por MEV proporcionaram a comparação dos 

parasitos tratados com não tratados (controle negativo), os quais apresentaram células com 

características normais, com corpo alongado, superfície celular lisa e flagelo cerca de duas 

vezes o tamanho do corpo, com terminação livre (Figuras 48 e 49 - A). Os parasitos tratados 

com diferentes concentrações de quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladamente, ou em 

combinação demonstraram alterações morfológicas tanto no corpo do parasito, quanto no 

flagelo (Figuras - 48 e 49). 

Os parasitos tratados com CI50 de quercetina apresentaram arredondamento do corpo 

celular, com reentrâncias na superfície celular e multiplicidade de flagelos por célula (Figuras 

48 e 49 - B-C). Já os parasitos tratados com CI90 de quercetina demonstraram, além do 

arredondamento do corpo celular e aspecto rugoso da superfície celular, extravasamento do 

conteúdo citoplasmático, devido à suposta ruptura de membrana celular (Figuras 48 e 49 - D e 

E). 

As alterações supracitadas também foram observadas por Lopes et al. (2012) que 

avaliaram a ação do geranil-geraniol sobre formas promastigotas de L. amazonensis por 

MEV. Santos et al. (2012), em análise por MEV das promastigotas de L. amazonensis 

observaram formas arredondadas, presença de dois flagelos e alterações na superfície celular 

do corpo do parasito, promovida por constituintes do óleo de copaíba.  
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Figura 49 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis visualizadas por microscopia eletrônica de varredura após tratamento com 

quercetina, anfotericina B e combinações de Q+A.  

 

 

 

Legenda: (A) controle; (B-C) Quercetina CI50; (D-E) Quercetina CI90; (F-G) Anfotericina B CI50; (H-I) Anfotericina B IC90; (J, K, L)  CI50 da 

combinação Q+A; (M, N, O) CI90 da combinação Q+A. Barra = 1 m. Fonte: a autora, 2015. 
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Figura 50 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis visualizadas por microscopia eletrônica de varredura após tratamento com 

quercetina, miltefosina e combinações de Q+M.  

 

 
Legenda: (A) controle; (B-C) Quercetina CI50; (D-E) Quercetina CI90; (F-G) Miltefosina CI50; (H-I) Miltefosina CI90; (J, K, L) CI50 da 

combinação Q+M; (M, N, O) CI90 da combinação Q+M. Barra = 1 m. Fonte: a autora, 2015.  
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A superfície celular do parasito desempenha papel importante em vários processos, 

como reconhecimento celular, adesão celular, regulação do crescimento celular, expressão de 

antígenos de superfície e receptores, como por exemplo, o lipofosfoglicano desempenha um 

papel importante no processo de infecção em macrófagos (SOUZA, 1995; NADERER; 

MCCONVILLE, 2008; SANTOS et al., 2012). 

A micrografia do parasito tratado com CI50 da anfotericina B demonstrou aspecto 

arredondado do corpo celular, com formação de sulcos (reentrâncias) (Figura 48 - F), bem 

como a presença de dois flagelos (Figura 48 - F-G). As formas promastigotas tratadas com a 

IC90 da anfotericina B apresentaram ainda, extravasamento do conteúdo citoplasmático 

(Figura 48 - H), protuberâncias e encurtamento flagelar (Figura 48 - I).  

A amostra tratada com CI50 da combinação Q+A apresentou características semelhantes 

àquelas observadas nos parasitos tratados com a CI50 da quercetina e anfotericina B 

isoladamente. Foram verificados o arredondamento do corpo celular e encurtamento do 

flagelo (Figura 48 - K e L), enquanto na micrografia J (Figura 48) foi observada a presença de 

reentrâncias ou invaginações do corpo celular e de presença de dois flagelos curtos por 

parasito (Figura 48 - J, K, L). 

Para os parasitos tratados com CI90 da combinação Q+A, as alterações foram às mesmas 

descritas anteriormente para a CI50, porém foi observado um número maior de células com 

alterações no corpo celular, como visualizado nas células em destaque nas micrografias M, N 

e O (Figura 48). 

As alterações morfológicas observadas nos parasitos tratados com a CI50 da miltefosina 

isolada demonstraram células com corpo celular arredondado, com aspecto bastante enrugado, 

com sulcos e dois flagelos por parasito (Figura 49 - F-G). 

Para as células tratadas com a CI90 da miltefosina as alterações observadas no parasito 

foram mais pronunciadas, com diminuição do tamanho do corpo celular e reentrâncias ou 

invaginações na superfície da célula. Também foram observados parasitos com o corpo 

celular alterado e sinais de extravasamento do conteúdo citoplasmático (Figura 49 - H-I). 

Os parasitos tratados com CI50 da combinação Q+M apresentaram morfologia menos 

alteradas quando comparado aos tratados com a CI50 e CI90 da miltefosina sozinha. Essa 

amenização das alterações pode ser devido à menor concentração requerida da miltefosina 

para inibir 50% do crescimento de promastigotas quando combinada à quercetina. Pode-se 

dizer, ainda, que a quercetina potencializa a atividade da miltefosina, o que pode ser 

comprovado pelo índice de combinação obtido, que caracterizou efeito sinérgico. 
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Sobre a micrografia J (Figura 49), foi observada a presença de uma célula 

aparentemente após fissão binária em que não houve completa citocinese. 

Os parasitos tratados com a CI90 da combinação Q+M destacaram-se por apresentar 

alterações pronunciadas no corpo celular do parasito com características relacionadas à 

alteração da superfície das células, com aspecto enrugado e/ou com formação de sulcos, a 

presença de dois flagelos por parasito, e também, células com suposta ruptura, sugerida a 

presença de conteúdo citoplasmático na superfície da célula (Figura 49 - M, N, O). 

Embora as alterações morfológicas se assemelhem em ambas as combinações ou 

mesmo quando as substâncias foram testadas isoladamente, é fato que os danos observados na 

morfologia do parasito e visualizadas na MEV evidenciaram uma resposta do parasito frente 

às substâncias utilizadas, o que corrobora a continuidade dos estudos, a fim de averiguar quais 

são as principais organelas estruturais alteradas para a sugestão de um tipo de morte celular 

predominante. Por essa razão, as promastigotas também foram visualizadas por MET. 

As alterações ultraestruturais das promastigotas de L. amazonensis tratadas ou não com 

a quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladas e combinadas foram obtidas por MET e 

demonstraram alterações celulares importantes (Figuras 50 e 51). 

As formas promastigotas não tratadas apresentaram características ultraestruturais 

típicas de células normais, como presença de núcleo, mitocôndria única que se estende ao 

longo do corpo do parasito e contêm cristas bem definidas, cinetoplasto com DNA 

condensado, bolsa flagelar e normalmente flagelo alongado e único (Figuras 50 e 51 - A). 

A micrografia da quercetina sozinha (CI50) demonstrou a presença de vacúolo 

autofágico (Figura 51 - B). Já os parasitos tratados com a CI90 da quercetina apresentaram 

mitocôndria inchada com presença de membranas concêntricas no seu interior, estruturas 

semelhantes a corpos lipídicos e presença de vacúolos citoplasmáticos (Figura 50 - B, C, D). 

As alterações observadas para as células tratadas com CI50 e CI90 da anfotericina B 

sozinha foram semelhantes às observadas para as tratadas com a CI50 e CI90 da quercetina 

sozinha, apresentando mitocôndria inchada com membranas concêntricas, e presença de 

vacúolo autofágico (autofagossoma) (Figura 50 - E, F, G, H).  

As ultraestruturas celulares tratadas com a CI50 da combinação Q+A também 

apresentaram mitocôndria aumentada de tamanho, com membranas concêntricas no seu 

interior (Figura 50 - I, J). Para os parasitos tratados com a CI90 da combinação Q+A, houve 

um aumento na presença de vacúolos citoplasmáticos quando comparado aos tratados com a 

CI50 da combinação Q+A. A imagem K apresentou sinais de ruptura da membrana nuclear, 

(Figura 50 - K, L).  
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Figura 51 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis obtidas por microscopia eletrônica de 

transmissão após tratamento com quercetina (Q), anfotericina B (A) e combinações de Q+A.  

 

Legenda: (A) controle (parasitos não tratados) com ultraestrutura normal; (B) Quercetina CI50; (C-D) Quercetina CI90; (E-F) 

Anfotericina B CI50; (G-H) Anfotericina B CI90; (I-J) CI50 da combinação Q+A; (K-L) CI90 da combinação Q+A. Alterações 

ultraestruturais foram indicadas como: setas pretas: mitocôndria inchada; setas brancas: aparência de corpos lipídicos; cabeça de seta 

preta: membranas concêntricas dentro da mitocôndria; cabeça de seta branca: vacúolos autofágicos; asteriscos preto: vacúolos 

citoplasmáticos; estrela preta; região de ruptura da membrana nuclear. Outras designações: (ax) axonema, (n) núcleo; (m) 

mitocôndria; (k) cinetoplasto; (f) flagelo; (bf) bolsa flagelar; (re) retículo endoplasmático; (cg) complexo de Golgi. Barra = 1 m. 

Fonte: a autora, 2015.  
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Figura 52 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis obtidas por microscopia eletrônica de 

transmissão após tratamento com quercetina (Q), miltefosina (M) e combinações de Q+M.  

 
Legenda: (A) controle (parasitos não tratados) com ultraestrutura normal; (B) Quercetina CI50; (C-D) Quercetina CI90; (E-F) 

Miltefosina CI50; (G-H) Miltefosina CI90; (I-J) CI50 da combinação Q+M; (K-L) CI90 da combinação Q+M. Alterações 

ultraestruturais foram indicadas como: setas pretas: mitocôndria inchada; setas brancas: aparência de corpos lipídicos; cabeça 

de seta preta: membranas concêntricas dentro da mitocôndria; cabeça de seta branca: vacúolos autofágicos; asteriscos preto: 

vacúolos citoplasmáticos. Outras designações: (n) núcleo; (m) mitocôndria; (k) cinetoplasto; (f) flagelo; (bf) bolsa flagelar; 

(ax) axonema; (re) retículo endoplasmático; (cg) complexo de Golgi. Barra = 1 m. Fonte: a autora, 2015.  
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As alterações ultraestruturais visualizadas na MET para a quercetina sozinha (CI50 e 

CI90) na Figura 51 foram semelhantes ao visualizado anteriormente na Figura 50. 

As células tratadas com miltefosina sozinha (CI50) apresentaram presença de vacúolos e 

desorganização no citoplasma, mitocôndria inchada com membranas concêntricas (Figura 51 - 

E, F). Para os parasitos tratados com a CI90 da miltefosina sozinha, o grau de desordem celular 

foi maior, ou seja, presença de citoplasma com extravasamento de conteúdo celular, ruptura 

de membrana nuclear, vários vacúolos citoplasmáticos e autofágicos (Figura 51 - G, H). 

Na combinação Q+M, tanto para as células tratadas com a CI50, quanto para as tratadas 

com a CI90, as alterações reproduziram as mesmas visualizadas nas células tratadas com as 

substâncias sozinhas, como mitocôndria inchada com membranas concêntricas no interior, 

vacúolos citoplasmáticos e autofágicos, células extraídas (Figura 51 - I, J, k, L). 

O uso da microscopia eletrônica como ferramenta para a elucidação de alterações 

celulares é útil por revelar aspectos sugestivos dos possíveis alvos de ação dos fármacos. 

Neste estudo, as micrografias obtidas por MEV e MET contribuíram com os resultados 

obtidos nos ensaios antiproliferativos. 

A compreensão da organização, função e composição das estruturas morfológicas e 

ultraestruturais são determinantes na patogenia dos protozoários. As tripomastigotas de T. 

cruzi, por exemplo, são células vastamente estudas por microscopia eletrônica, bem como as 

diferentes espécies de Leishmania (SOUZA, 2007; SOUZA et al., 2008a).  

Especificamente em espécies de Leishmania, os relatos sobre a ação da quercetina 

focam alvos terapêuticos em que, este flavonoide atuou sobre formas promastigotas e 

amastigotas de L. amazonensis. Foi detectado um aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) em macrófagos infectados e também, sobre as formas promastigotas de L. 

amazonensis, que levou a perda do potencial de membrana mitocondrial e causou a morte do 

parasito (FONSECA-SILVA et al., 2011 e 2013).  

Segundo Fonseca-Silva et al. (2011 e 2013) a quercetina age sobre as células do parasito 

como pró-oxidante, por induzir a produção de ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e 

outras EROs. Além disso, induz a despolarização da membrana mitocondrial de formas 

promastigotas de L. amazonensis. 

Esta observação contribui para os achados por MET nas micrografias B e C das Figuras 

50 e 51, respectivamente, sobre formas promastigotas de L. amazonensis, tratadas com CI50 da 

quercetina sozinha (61,93 M), onde se verificou alteração na mitocôndria. 

Tasdemir et al. (2006) compararam flavonoides análogos, entre eles a quercetina, sobre 

a atividade antileishmania e antitripanosoma frente a amastigotas axênica de L. donovani e 
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formas tripomastigotas de T. brucei, respectivamente, e verificaram a relação da estrutura 

versus atividade, indicando que a função cetona em C4 e a dupla ligação do carbono C3 e C4 

da aglicona são essenciais para o potencial da atividade destes polifenois, além das hidroxilas. 

As flavonas e flavonois glicosilados são menos potentes que seus homólogos não glicosilados 

(agliconas). 

A capacidade antioxidante da quercetina está relacionada com a sua capacidade em 

sequestrar radicais de oxigênio (radical hidroxi: OH

, ânion superóxido: O2

-
), espécies 

reativas com potencial de promover a peroxidação lipídica (BEHLING et al., 2004). 

A explanação sobre a ação antioxidante e pró-oxidante da quercetina tem sido bem 

elucidada na literatura, e as mesmas características estruturais responsáveis pela ação 

antioxidante, à presença de hidroxilas na aglicona, são também as que causam efeitos 

citotóxicos e pró-apoptóticos em micro-organismos e células tumorais (BEHLING et al., 

2004; LAKHANPAL; RAI, 2007; FONSECA-SILVA et al., 2011 e 2013; CZEPAS; 

GWOZDZINZKI, 2014). Há relatos que determinadas substâncias antioxidantes agem como 

pró-oxidante sob determinada condição, como altas doses ou a presença de íons metálicos, 

como no caso de vários polifenois (YORDI et al., 2012). 

Uma das formas para o desenvolvimento de novos fármacos consiste na busca pelo 

modo como as substâncias ativas podem atuar no alvo celular, como enzimas chaves em rotas 

metabólicas do parasito.  

Mittra et al. (2000) já haviam relatado a ação da quercetina in vitro em promastigotas e 

amastigotas intracelulares de L. donovani, por inibição da síntese de DNA e promovendo a 

linearização dos minicírculos do kDNA mediado pela topoisomerase-II. Estas alterações 

conduzem à morte celular por apoptose. Das et al. (2006) verificaram que a quercetina inibiu 

a DNA topoisomerase-I, enzima fundamental na replicação e transcrição do DNA, incluindo o 

DNA do cinetoplasto (kDNA). 

Vila-Nova et al. (2012) demonstraram que a quercetina também é capaz de inibir a 

hidrólise da acetilcolina e interferir na produção da fosfatidilcolina, fosfolipídio mais 

abundante na membrana celular de Leishmania spp. Segundo os autores, esta inibição ocorreu 

devido à diminuição da concentração da precursora colina. 

As alterações ultraestruturais observadas pela MET (Figura 50 e 51) para as formas 

promastigotas de L. amazonensis tratadas apenas com a quercetina, de acordo com dados da 

literatura sugerem características de morte celular induzida por apotose, como mitocôndria 

inchada, perda de conteúdo mitocondrial e alterações na disposição da cromatina no núcleo, 

quando comparado ao controle (Figura 51 - B e D). Como o observado na MET em estudos 
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realizados por Macedo-Silva et al. (2013), para ultraestruturas de promastigotas de L. 

amazonensis tratadas com itraconazol.  

Godinho et al. (2013) relataram que as injúrias mitocondriais nos parasitos levam a uma 

sequência de alterações celulares, como danos oxidativos em moléculas de lipídeos, 

carboidratos, ácidos nucléicos e proteínas, desestruturando de maneira geral toda a integridade 

celular. A não incorporação dos lipídeos para a formação de membranas leva ao acúmulo 

destes, formando corpos com conteúdo lipídicos desordenados no interior do citoplasma. A 

presença de autofagossomos também foi evidenciada após tratamentos com diversos tipos de 

substâncias, inclusive fármacos como a miltefosina, reconhecido por induzir a morte celular 

por apoptose nesses parasitos. Esta evidência, bem como a presença de corpos lipídicos 

próximos a mitocôndria, ao retículo endoplasmático ou ao complexo de Golgi, pode ser 

sugestiva de biogênese ou mobilização e utilização de lipídeos, no caso dos autofagossomos, 

sugerindo remodelação celular intensa. 

Macedo-Silva et al. (2011, 2013), assim como Godinho et al. (2013) concluíram que 

danos na mitocôndria em função do estresse oxidativo e presença de EROs, podem 

desencadear desorganização do metabolismo lipídico, com acúmulo citoplasmático anormal e 

possível remoção pelos autofagossomos.  

Estas informações corroboram com os dados visualizados na Figura 50 - B, C e D e 

Figura 51 - C. As alterações induzidas pela CI90 (175,16 M) da quercetina visualizados na 

Figura 51 - D demonstraram destruição celular, com presença de grande vacúolo 

citoplasmático e extração de conteúdo citoplasmático.  

A anfotericina B, por outro lado, possui como alvo celular principal o ergosterol, um 

esteroide presente na membrana plasmática de fungos e protozoários, como espécies do 

gênero Leishmania. Ao se ligar à membrana, essa substância produz poros, conduzindo a 

alterações da permeabilidade celular. A ação lítica deste fármaco também foi descrita pela 

interação da anfotericina B com a membrana de eritrócitos, provocando danos oxidativos 

(ODDS; BROWN e GOW, 2003; FILIPPIN; SOUZA, 2006; SINGH; KUMAR e SINGH, 

2012). 

Devido a similaridades estruturais, a anfotericina B também possui afinidade sobre o 

colesterol presente nas membranas celulares de mamíferos. Tal afinidade é responsável pelos 

efeitos adversos e tóxicos sobre a medula óssea, fígado, rins e coração, amplamente relatados 

após a utilização desse fármaco (MILLER, 1973; ODDS; BROWN e GOW, 2003; FILIPPIN; 

SOUZA, 2006; ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010). 
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Apesar de sua eficiência, a anfotericina B é o fármaco de segunda escolha para o 

tratamento de leishmanioses, uma vez que apresenta severa toxicidade, baixa 

biodisponibilidade e relatos de cepas resistentes a esse medicamento. Contudo, a forma 

lipossomal da anfotericina B melhorou suas características físico-químicas, tornando-a menos 

tóxica, contra leishmanioses mucocutâneas e viscerais. O alto custo, entretanto, dificulta o seu 

uso em países em desenvolvimento, representando um fato limitante à sua utilização. 

(FILIPPIN; SOUZA, 2006; TIUMAN et al., 2011; BARRET; CROFT, 2012; SUNDAR et al., 

2010; LES et al., 2014; EIRAS et al., 2015).  

Neste estudo, as alterações morfológicas provocadas pela CI50 (0,096 M) e CI90 (0,49 

M) da anfotericina B sozinha sobre formas promastigotas de L. amazonensis, foram 

arredondamento do corpo celular, além de sinais de extravasamento do conteúdo 

citoplasmático (Figura 48). Esta última alteração pode inferir ao aspecto estrutural deste 

polieno, que interage com o ergosterol, formando poros aquosos que leva ao aumento da 

permeabilidade da membrana e morte do parasito (SINGH et al., 2013). 

As micrografias visualizadas por MET para células tratadas com CI50 e CI90 da 

anfotericina B, apresentaram alterações semelhantes entre si, contudo, para as células tratadas 

com CI90 às desordens foram mais pronunciadas, como inchaço mitocondrial, com 

membranas concêntricas e perda da matriz mitocondrial (Figura 50). 

A miltefosina foi o segundo fármaco selecionado para o ensaio da combinação com a 

quercetina neste estudo. A miltefosina, uma alquil fosfocolina (hexadecil-fosfocolina), 

originalmente desenvolvida para o tratamento do câncer, também descrita por apresentar 

atividade antifúngica, antiamébica e antileishmania, é atualmente padronizada para o 

tratamento de leishmanioses em alguns países. Assim como a anfotericina B, também atua 

interferindo na membrana citoplasmática, mais especificamente no metabolismo dos 

fosfolipídios de membrana celular, alterando a composição, permeabilidade, estabilidade e 

fluidez, conduzindo a célula à morte celular por processos apoptóticos. A miltefosina 

acumula-se no interior da célula do parasito, promovendo distúrbios na biossíntese de lipídeos 

e disfunção mitocondrial com aumento da produção de EROs (PARIS et al., 2004; BARRET; 

CROFT, 2012; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; SINGH et al., 2013; CANUTO et al., 

2014; SANTAREM et al., 2014).  

Um aspecto favorável da utilização da miltefosina é a sua administração por via oral. 

Entretanto, a miltefosina não é isenta de efeitos colaterais. Entre os mais graves está o 

potencial teratogênico deste fármaco. A miltefosina apresenta alta taxa de cura (98%) sobre 
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infecções por L. donovani. Contudo há relatos de cepas resistentes (PARIS et al., 2004; 

SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; SINGH et al., 2013; CANUTO et al., 2014). 

As alterações morfológicas visualizadas por MEV sobre formas promastigotas de L. 

amazonensis tratadas com CI50 (21,62 M) e CI90 (39,41 M) de miltefosina evidenciaram 

mudanças relevantes na forma do parasito, com enrugamento do corpo celular, diminuição de 

tamanho, e sinais de extravasamento do conteúdo citoplasmático (Figura 49). Estas alterações 

são condizentes com as observadas na MET, nas micrografias das ultraestruturas tratadas com 

CI90 da miltefosina os danos celulares foram mais intensos, houve alto grau de desorganização 

citoplasmática, com perda de conteúdo citoplasmático, núcleo desorganizado e vacuolização 

citoplasmática (Figura 51). 

A indução de morte celular por apoptose foi verificada em vários estudos da miltefosina 

sobre espécies de Leishmania spp. A miltefosina promoveu fragmentação do DNA, 

diminuição celular e externalização da fosfatidilserina em promastigotas de L. tropica e L. 

major (KHADEMVATAN et al., 2011). No entanto, ainda há relatos de que o modo de ação 

da miltefosina como leishmanicida não está completamente compreendido, necessitando de 

mais estudos (COELHO et al., 2014; MOREIRA et al., 2014). 

Estudos com outras espécies de Leishmania, como a L. infantum e a L. donovani 

mostram indícios de que o mecanismo de ação da miltefosina esteja relacionado a apoptose, 

alterações como danos a mitocôndria, encolhimento celular, fragmentação do DNA e 

externalização da fosfatidilserina com preservação da integridade da membrana plasmática do 

parasito foram observadas (PARIS et al., 2004; VINCENT et al., 2014).  

Cepas de Leishmania spp. resistentes a anfotericina B e a miltefosina apresentaram 

diminuição na indução de morte celular apoptótica quando exposta a estes fármacos (SAHA; 

MUKHERJEE e BHADURI, 1986; SHAHA, 2006; KACZANOWSKI; SAJID e REECE, 

2011; MOREIRA; LEPROHON e OUELLETTE, 2011; MELOS; ECHEVARRIA, 2012; 

SOUSA et al., 2014).  

As alterações ultraestruturais das combinações Q+A e Q+M, sugerem desordens 

relacionadas ao processo de morte celular por apoptose, assim como o descrito para estas 

substâncias isoladas. Além, dos ensaios in vitro realizados neste estudo para estas 

combinações, torna-se necessário à realização de ensaios in vivo, a fim de averiguar a eficácia 

destas combinações sobre L. amazonensis, bem como avaliar o perfil farmacocinético da 

associação, para investigar a biodisponibilidade destes fármacos combinados. 

A anfotericina B e a miltefosina são fármacos já estabelecidos na terapêutica. Já a 

quercetina é uma substância utilizada em formulações magistrais. Portanto, a perspectiva dos 
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possíveis avanços nos estudos destas combinações em protozoários torna-se mais interessante, 

já que a combinação de fármacos liberados por órgãos competentes torna-os mais atraente 

para indústria farmacêutica, agilizando etapas no que concerne ao tempo para que um fármaco 

seja incluído na terapêutica. 

Os resultados obtidos neste estudo sobre a combinação Q+A e Q+M também 

corroboram com as diretrizes governamentais (C.E.S.A.R., 2009; DECOMTEC, 2009; 

OCDE, 2013) relacionadas com a busca por inovação tecnológica para o tratamento de 

doenças cujos tratamentos são falhos e a cura ainda não foi descoberta, como é o caso das 

leishmanioses.  
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6 – CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

(1) Embora haja relatos etnofarmacológicos, sobre o uso de algumas espécies de 

Aspidosperma com atividade antibacteriana e antifúngica, neste estudo não se encontrou 

atividade significativa para os extratos e frações de A. tomentosum, A. macrocarpon e A. 

pyrifolium sobre as bactérias e fungos testados. Contudo, novas avaliações podem ser 

realizadas, com novos extratos, frações e substâncias purificadas por biomonitoramento e 

apresentar resultados diferenciados sobre os mesmos micro-organismos ou outros patógenos. 

 

(2) A atividade antileishmania dos extratos de A. macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium 

realizada sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, mostrou que o extrato do fruto de 

A. pyrifolium foi o mais ativo, porém também apresentou significativa toxicidade. Assim, o 

extrato que demonstrou ser o mais vantajoso, foi o extrato da casca do caule de A. 

macrocarpon, apresentando o melhor índice de seletividade em comparação aos extratos 

testados. 

 

(3) As frações clorofórmio e acetato de etila isoladas do extrato da casca do caule de A. 

macrocarpon demonstraram melhor atividade antileishmania contra as formas promastigotas 

de L. amazonensis. O fracionamento da fração acetato de etila conduziu à obtenção da 

quercetina, que foi avaliada contra L. amazonensis isoladamente e em combinação com 

anfotericina B e miltefosina (conclusão no item 4). Após, o fracionamento da fração 

clorofórmio foi selecionada a F.203-222, como fração mais ativa contra formas evolutivas de 

L. amazonensis, esta apresentou como constituintes majoritários 1-monoacilglicerois (MAG), 

que demonstraram potencial para atividade antileishmania.  

A compilação das análises obtidas com a fração MAG, apresentados nos experimentos 

antiproliferativos com formas evolutivas de L. amazonensis, nos ensaios realizados por 

microscopia óptica e eletrônica e com a quantificação por citômetro de fluxo do volume 

celular, exposição da fosfatifilserina, avaliação da integridade de membrana, avaliação do 

ciclo celular, e avaliação do potencial de membrana mitocondrial corroboraram para a 

hipótese da morte celular por autofagia e necrose ter ocorrido com as formas promastigotas de 

L. amazonensis. Além, de corroborar com os relatos de uso popular da planta, estes dados são 

promissores devido à expectativa pela busca por novas entidades químicas que possam atuar 

como protótipo para síntese de outras moléculas para o tratamento individual ou sinérgico de 

infecções causadas por L. amazonensis.  
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(4) Os resultados expostos neste estudo, a respeito da ação sinérgica in vitro da combinação 

quercetina e anfotericina, e quercetina com miltefosina sobre formas evolutivas de L. 

amazonensis demonstraram ser promissoras, tendo em vista as vantagens obtidas com a 

associação como diminuição da citotoxicidade sobre macrófagos e eritrócitos humanos e da 

concentração das doses das substâncias quando combinadas. As micrografias visualizadas por 

microscopia eletrônica de varredura e transmissão, para as formas promastigotas de L. 

amazonensis tratadas com quercetina, anfotericina B e miltefosina sozinhas ou em 

combinação, sugeriram alterações morfológicas e ultraestruturais com inferência ao processo 

de morte celular por apoptose, assim como, o descrito na literatura para estas substâncias 

sozinhas. Dados experimentais in vivo são de fato importantes, como próxima etapa dos 

estudos, bem como a avaliação de dados farmacocinéticos e toxicológicos desta combinação. 

Estes achados in vitro são relevantes, como primeiro passo na busca por novas terapias para o 

tratamento da leishmaniose cutânea. 

 

(5) Com base nos dados obtidos pelos espectros de RMN de 
1
H, 

13
C, DEPT, COSY, 

HSQC e HMBC em comparação com a literatura, foi identificada à presença do flavonoide 

quercetina na fração F.A.21-22 isolada da fração acetato de etila, da casca do caule de A. 

macrocarpon. E isolados da fração clorofórmio a fração F.203-222 caracterizada por conter 1-

monoacilglicerois (MAG), sendo estes descritos pela primeira vez neste trabalho como 

princípios ativos para a espécie A. macrocarpon. A identificação dos 1-monoacilglicerois será 

conduzida por CG/EM. 

Também foi isolado e caracterizado mediante análise de RMN e comparação com dados 

da literatura o alcaloide indólico copsanona isolado da fração clorofórmio da casca de A. 

macrocarpon. Este não demonstrou resultado significativo frente a formas evolutivas de L. 

amazonensis, quando comparado à fração clorofórmio. Embora, já tenha sido descrito para 

espécie A. macrocarpon, a presença deste reforça as características quimiotaxônomicas dos 

alcaloides indólicos como atributos das espécies de Aspidosperma. 

 

(6) Pode-se concluir a partir dos estudos realizados nesta tese, que tanto o isolamento, quanto 

a utilização de frações bioativas obtidas da casca do caule de A. macrocarpon, bem como a 

possibilidade da combinação da quercetina com fármacos já padronizados para o tratamento 

de leishmaniose constituiu o primeiro passo para o desenvolvimento tecnológico de uma nova 

terapia contra infecção por L. amazonensis. 
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ANEXO A – Testes utilizados para Prospecção 

Fitoquímica (MATOS, 2009). 
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1- Teste para Fenois e Taninos 

 

Utilizou-se um tubo de ensaio com 4 mL de solução extrativa, em seguida 

adicionou-se três gotas de FeCl3. Após, agitação observou-se a variação de cor ou 

formação de precipitado abundante, escuro. O tubo foi comparado com o branco (tubo 

contendo FeCl3 e água). O resultado foi dado com base nas seguintes alterações: 

- Coloração entre azul e o vermelho indicou a presença de compostos 

fenólicos, se o tubo do teste branco for negativo. 

- Para taninos hidrolisáveis: presença de precipitado escuro de tonalidade 

azul.  

- Para taninos condensados: presença de precipitado escuro de tonalidade 

verde. 

 

2- Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides 

 

Foram utilizados 3 tubos de ensaios com soluções extrativas de cada amostra, 

onde um tubo foi acidificado com HCl 0,1 N até pH 3, e os outros dois foram 

alcalinizados com NaOH 0,1 N até alcançarem pH 8,5 e pH 11. Logo em seguida, 

observou-se a alteração de cor nos tubos, os mesmos foram comparados com a tabela 

abaixo descrita por Matos (2009) e com os tubos brancos (solução extrativa sem 

alteração do pH) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Coloração indicativa da presença de antocianinas, antocianidinas e 

flavonoides em função da mudança de pH. 

 

Cor no interior dos tubos 

Constituintes Ácido - pH 3 
Alcalino – pH 

8,5 
Alcalino pH 11 

Antocianinas e Antocianidinas vermelha lilás azul-púrpura 

Flavonas, Flavonois e 

Xantonas 
- - amarela 

Chaconas e Auronas amarela - 
vermelha-

púrpura 

Flavonois - - vermelha-laranja 

Fonte: a autora, 2015, modificada de Matos, 2009. 
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3- Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas, Flavanonas 

 

Utilizou-se dois tubos com as soluções extrativas, sendo um acidificado com HCl 

0,1 N até pH entre 1 e 3 e outro alcalinizado com NaOH 0,1 N até pH 11. Após, os 

tubos foram aquecidos em manta aquecedora por 3 minutos. Utilizando o tubo branco 

usado no teste do item 2, a modificação ou intensificação na cor foi comparada e 

analisada de acordo com dados descritos na Tabela 2 abaixo, segundo Matos (2009). 

 

Tabela 2 - Presença de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas em função da 

alteração da acidez ou basicidade do meio. 

 

Meio no interior dos tubos 

Constituintes Ácido Alcalino 

Leucoantocianidinas vermelha - 

Catequinas (taninos catéquicos) pardo-amarelada - 

Chaconas e Auronas - vermelho-laranja 

Fonte: a autora, 2015, modificada de Matos, 2009. 

 

4- Teste para Flavonois, Flavanonas, Flavononois e Xantonas (Reação de 

Shinoda). 

 

Em tubo contendo 4 mL de solução extrativa foi adicionado magnésio em 

grânulos e em seguida adicionado 0,5 mL de HCl concentrado, após o término da 

efervescência pode-se observar a mudança de cor ou intensificação da mesma para 

vermelha ou um rosa intenso, indicando a presença de flavonois, flavanonas, 

flavanonois e/ou xantonas, que podem estar livres ou ligadas a seus heterosídeos. Sendo 

negativo para chalcona s e isoflavonas. 

 

5- Teste Geral para Alcaloides (Reagente de Dragendorff, de Mayer e Bertrand). 

 

As soluções extrativas de cada amostra foram submetidas à pesquisa direta 

para verificação da presença de alcaloides utilizando os reagentes gerais: de 
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Dragendorff, Mayer
7
 e de Bertrand

8
. As soluções extrativas foram acidificadas com 20 

mL de H2SO4 a 1%, sob aquecimento, após foram filtradas, resfriadas e divididas em 

porções de 3 mL em cada tubo, nos mesmos foram gotejados 1 a 2 gotas dos reagentes 

gerais para alcaloides descritos anteriormente. Em comparação com o branco, a 

visualização de precipitados alaranjados (Reagente de Dragendorff) e/ou aparecimento 

de precipitado ou turvação branca (Reagente de Mayer e Bertrand) indicaram a presença 

de alcaloides nas amostras (SBF, 2014). 

 

6- Teste para Esteroides e Triterpenos (reação de Lieberman-Burchard) 

 

Para este teste as soluções extrativas das amostras foram levadas a resíduo seco 

em béquer e extraído com 2 mL de CHCl3, por três vezes. Triturando cuidadosamente o 

resíduo com o CHCl3. Em seguida, foi filtrado para um tubo de ensaio e adicionado 1 

mL de anidro acético (ELTACHEM
®
), após agitação suave foi adicionado três gotas 

H2SO4 concentrado, em capela de exaustão. Agitou-se mais uma vez suavemente e 

observou-se o aparecimento de cores. Quando há presença de um azul que desaparece 

rapidamente, dando lugar a um verde é indicativo de esteroides livres. Se houver uma 

coloração parda ou vermelha, indica a presença de tripernoides pentacíclios livres.  

 

7- Teste para Saponinas 

 

Utilizou o resíduo da reação anterior de Lieberman-Burchard que foi insolúvel em 

CHCl3, e dissolveu em 10 mL de água destilada, após filtração para tubos de ensaios, os 

mesmos foram vedados e agitados fortemente, por pelo menos 3 minutos. Após, 

observou o aparecimento de espuma no tubo, a presença de heterosídeos de saponinas é 

indicada pela espuma persistente e abundante (forma um colarinho de espuma no tubo). 

 

8- Teste para Antraquinonas, Antronas e Cumarinas (reação de Bornträger) 

 

Nos testes para antraquinonas e antronas foram preparadas soluções 

extrativas com 5 mL de éter etílico (SYNTH
®
) nos tubos de ensaios, em seguida foram 

                                                 
7
 Misturou-se 1,35 g de cloreto de mercúrio (SYNTH

®
) em 60 mL de água, e 5 g de iodeto de potássio 

(SYNTH
®
) foram dissolvidas em 20 mL de água, as soluções foram misturadas e completadas para 100 

mL de água. 
8
 Utilizou-se 5 g de ácido sílico-túngstico (BRASILABOR

®
) em água destilada q.s.p. para 100 mL. 
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adicionados 2 mL de solução de NH4OH (SYNTH
®
) diluído. Agitou-se bem a mistura e 

esperou formar duas fases. Se na fase aquosa aparecer uma coloração rósea, vermelha 

ou violeta indica a presença de antraquinonas hidroxiladas. Para verificar a presença de 

cumarinas, este teste foi realizado em cromatoplaca de sílica gel (CCD), onde foram 

aplicadas as amostras e eluídas em fase móvel binária de CHCl3:MeOH (9:1). Após, 

borrifou-se uma solução de KOH (SYNTH
®

) 10%, depois de seca observou-se na placa 

de CCD a presença de manchas ou bandas de coloração azul no comprimento de onda 

de 366 nm, sendo indicativo da presença de cumarinas. 
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ANEXO C – Espectros de RMN de 1H, COSY e HMBC 

da Fração F.21-22. 
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Anexo 1: Espectro total e expansões de RMN de 
1
H da fração F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-d4). 

 

Fonte: a autora, 2015. 
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Anexo 2: Mapa de contornos COSY total
 
para a fração F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-

d4). 

 

Fonte: a autora, 2015. 
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Anexo 3: Mapa de contornos HMBC total
 
para a fração F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-

d4). 

 

 

Fonte: a autora, 2015. 

 

 

 


