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RESUMO  
 
Infecções causadas por tripanosomatídeos do gênero Leishmania representam um dos maiores 
problemas de saúde pública mundial, com alta endemicidade, sobretudo em países em 
desenvolvimento. As substâncias de escolha para o tratamento destas parasitoses, de modo geral, 
causam notória toxicidade renal e cardíaca, além de induzirem resistência no parasito e muitas 
vezes apresentarem eficácia insuficiente. As plantas são utilizadas no tratamento e cura de 
enfermidades desde a antiguidade, quando o homem começou a utilizar a natureza em seu favor. 
Estas plantas, pela sua riqueza química e farmacológica, têm sido estudadas no intuito de 
comprovar atividades atribuídas pela crença popular e obtenção de novos compostos ativos. Neste 
contexto, destaca-se a família Bignoniaceae, típica do Cerrado brasileiro, que compreende mais 
de cem gêneros, entre eles o gênero Arrabidaea, que é rico em uma considerável diversidade de 
compostos, porém muito pouco estudado até o momento, especialmente quando se fala da espécie 
A. brachypoda. Este trabalho visou estudar o extrato das folhas de A. brachypoda e determinar 
suas atividades leishmanicida, antiproteolítica e antioxidante. Após obtido, por percolação, o 
extrato hidro-etanólico das folhas de A. brachypoda, este foi fracionado por partição líquido-
líquido em hexânico, acetato-etílico, butanólico e aquoso, e analisados por UFLC-MS para 
determinação das massas moleculares dos principais constituintes de cada fração, em seguida, o 
extrato bruto e frações foram avaliados quanto a sua atividade leishmanicida in vitro, sua 
citotoxicidade, e também quanto ao seu potencial inibitório perante proteases obtidas de 
promastigotas e amastigotas (pool), assim como proteases purificadas (oligopeptidases B e C, 
Catepsina-L e Cruzaína) e recombinantes (rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y), adicionalmente avaliou-
se também a atividade antioxidante do extrato bruto e suas frações. Através da análise química, 
foi possível observar a presença de 15 substâncias majoritárias, subdivididas de acordo com suas 
polaridades, entre as várias frações obtidas. Na avaliação da atividade leishmanicida in vitro, a 
fração hexânica mostrou-se mais ativa, seguida pela acetato-etílica, ambas com baixa toxicidade. 
No intuito de determinar um possível mecanismo de ação, o extrato e frações foram avaliados 
quanto a sua capacidade de inibir proteases, sendo o resultado de inibição variável para cada uma 
delas, não havendo necessariamente uma correlação direta entre a atividade leishmanicida in vitro 
e a atividade inibitória de proteases. Determinou-se também a ausência de atividade antioxidante 
do extrato bruto e frações, o que favorece a atividade leishmanicida, por não interferir nos 
mecanismos de ação dos macrófagos. Com estes resultados podemos observar que a polaridade 
das frações testadas neste estudo podem representar um fator imprescindível na atividade 
leishmanicida, possivelmente por dificultar o transporte destas substâncias através da membrana 
citoplasmática, tendo a espécie A. brachypoda se mostrado como uma potencial e importante 
fonte de novos compostos para o tratamento de doenças parasitárias, reafirmando a importância 
da biodiversidade do Cerrado brasileiro. 

 
Palavras-chave: Arrabidaea brachypoda. Proteases. Leishmania. UFLC-MS. 

 



 

                         

8 

 

ABSTRACT 
 
Infections caused by trypanosomatids of the genus Leishmania represent one of the largest global 
public health problems, with high endemicity, especially in developing countries. The drugs of 
choice for the treatment of these parasitic infections generally cause notorious heart and kidney 
toxicity, and induce resistance in parasite and often have insufficient effectiveness. The plants are 
used in the treatment and cure of illnesses since antiquity, when the man has begum to use nature 
in his favor. These plants by their chemical and pharmacological wealth, have been studied in 
order to prove the activities assigned by the popular belief and obtaining new active compounds. 
In this context, highlight the family Bignoniaceae, typical of the Brazilian Cerrado, which 
comprises more than a hundred genera, among them the Arrabidaea genus, which is rich in a 
considerable diversity of compounds, however very little studied so far, especially when talking 
of the specie A. brachypoda. This work aimed to study the extract from leaves of A. brachypoda 
and evaluate its leishmanicidal, antiproteolitic and antioxidant activities. After obtained by 
maceration, the hidro-etanolic extract from leaves of A. brachypoda, this was fractioned by 
liquid-liquid partition in hexanic, ethyl-acetate, butanolic and watery, and analyzed by HPLC-MS 
for molecular weights determination of the main constituents from each fraction, then the crude 
extract and fractions were evaluated on their leishmanicidal activity in vitro, their cytotoxicity, 
and also regarding its potential as protease inhibitor obtained from amastigotes and promastigotes 
(pool), as well as purified proteases (oligopeptidases B and C, Cathepsin-L and Cruzain) and 
recombinants proteases (rCPB2.8, rCPB3.0 and rH84Y), additionally evaluated the antioxidant 
activity of crude extract and fractions. Through chemical analysis, it was possible to notice the 
presence of 15 main substances, subdivided according to their polarity, among the different 
fractions obtained. On the evaluation of leishmanicidal activity in vitro, the hexane fraction 
proved to be more active, followed by ethyl-acetate, both with low toxicity. In order to determine 
a potential mechanism of action, the extract and fractions were evaluated on their ability to inhibit 
proteases, being the result of inhibition variable for each one of them, and there is not necessarily 
a direct correlation between in vitro leishmanicidal activity and inhibitory activity of proteases. It 
has been determined the absence of antioxidant activity of crude extract and fractions, which 
favors the leishmanicidal activity, not to interfere with the mechanisms of macrophages action. 
The results have show that the polarity of the fractions tested in this study may represent an 
indispensable factor for leishmanicidal activity, possibly by hindering the transport of these 
substances through the cytoplasmic membrane, having the specie A. brachypoda if shown as a 
potential and an important source of new compounds for the treatment of parasitic diseases, 
reaffirming the importance of the biodiversity of the Brazilian Cerrado. 
 

Key-words: Arrabidaea brachypoda. Proteases. Leishmania. UFLC-MS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As leishmanioses representam um grupo de doenças tropicais causadas por protozoários 

do gênero Leishmania. A infecção afeta cerca de 12 milhões de pessoas em 88 países, e estima-se 

que surjam de 2,0 a 3,0 milhões de novos casos anualmente. É também considerado que 

atualmente há uma população de 350 milhões de pessoas vivendo em áreas de risco de 

transmissão de leishmaniose (KEDZIERSKI, 2010). 

 Apesar das muitas pesquisas realizadas, a quimioterapia de primeira linha é ainda baseada 

em antimoniais pentavalentes, desenvolvidos há mais de 70 anos, que são tóxicos e promovem a 

resistência do microrganismo.    

 Substâncias de segunda escolha, como a Anfotericina B, são mais tóxicas, e embora haja 

sua formulação lipídica (de menor toxicidade), esta é muito cara para o uso na rotina em países 

em desenvolvimento (MEHEUS et al., 2010). Assim, há uma grande necessidade de 

desenvolvimento de novos tratamentos mais seguros, baratos e efetivos contra as leishmanioses. 

 Pesquisas com substâncias anti-protozoárias, originárias de plantas medicinais, 

caracterizam uma tarefa multidisciplinar que envolve pesquisadores e estudantes dos campos da 

botânica, fitoquímica, parasitologia, farmacologia e medicina (BILLO et al., 2005). 

 Desde a década de 80, quando mais formais e constantes pesquisas com metabólitos 

secundários com atividade leishmanicida foi iniciada (CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 

2001), até os dias atuais, muitos produtos naturais têm sido relatados por apresentarem atividade 

anti-protozoária, incluindo naftoquinonas (KAYSER et al., 2000), lignanas (SAUVAIN et 

al.,1996), triterpenos (SAUVAIN et al., 1996), biflavonóides (ASSIS et al., 2012), neolignanas 

(BARATA et al., 2000), alcalóides (DELORENZI et al., 2001), chalconas (TORRES-SANTOS 

et al., 1999) e benzofenonas (PEREIRA et al. 2010). 

 Plantas típicas do Cerrado brasileiro, como as do gênero Arrabidaea são 

reconhecidamente valiosas fontes de compostos bioativos (BRASIL, 2004), embora pouco 

estudadas até o momento, especialmente a espécia A. brachypoda, que apresenta poucas 

atividades biológicas relatadas até então (ROCHA et al., 2011). Assim, propõe-se a avaliação 

desta espécie quanto as atividade leishmanicida e sua toxicidade in vitro, além da busca de 
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possíveis mecanismos de ação (potencial antiproteolítico e antioxidante) e o estudo químico de 

seus principais constituintes. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Leishmanioses  

 

2.1.1 Aspectos Gerais 

 

As leishmanioses são doenças causadas por diferentes espécies de protozoários 

flagelados que pertencem a ordem Kinetoplastida, família Trypanozomatidae e gênero 

Leishmania. Este conjunto de doenças possui, além do impacto sócio-econômico, a segunda maior 

incidência parasitária, logo após a malária (LAINSON; SHAW, 1992). Os protozoários da ordem 

Kinetoplastida se caracterizam pela presença de uma única mitocôndria, caracterizada pela 

presença de maxi e mini círculos (kDNA) (LAINSON; SHAW, 1987). 

Existem evidências de que esta doença já estivesse presente nas Américas nas 

civilizações pré-inca, antes da chegada dos conquistadores neste continente. Todavia, a primeira 

descrição científica foi feita por Leishman e Donovan em 1903. 

 

2.1.2 Formas Clínicas 

 

Uma das características mais marcantes do gênero Leishmania é a diversidade das 

manifestações clínicas. Havendo as formas tegumentares, com a forma cutânea, a forma cutânea 

difusa e a forma mucocutânea, e as formas viscerais, que, se não tratada a tempo, pode ser fatal 

(HEPBURN, 2000). 

A forma clínica cutânea da leishmaniose também é conhecida como ferida brava ou 

úlcera de Bauru. Esta é a forma mais comum de leishmaniose e caracteriza-se pela presença de 

lesões cutâneas de vários tipos, geralmente manifestando-se como úlcera crônica que pode 
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disseminar progressivamente afetando linfonodos e causando metástases (ASHFORD, 2000; 

HEPBURN, 2000).  

Depois de um período de incubação, que varia de duas semanas a dois meses, aparece a 

lesão inicial, que é geralmente única, crescendo lentamente e ulcerando depois de alguns meses. 

As lesões podem chegar a medir vários centímetros com características típicas como contornos 

regulares, inodoras, pouco exsudativas e com fundo granuloso. Também se observam outros tipos 

de lesões como úlcero-crostosas, ectimatóides, úlcero vegetantes, verrucosas e outras. As lesões 

da pele podem curar espontaneamente, deixando cicatrizes visíveis após curso crônico de meses a 

anos (MS, 2007).  

Na forma cutânea difusa, as lesões são papulosas ou nodulares deformantes, não se 

observando ulceração das lesões. Estas se distribuem amplamente na superfície corporal, onde são 

encontrados abundantes macrófagos repletos de amastigotas. Esta forma de leishmaniose se 

apresenta raramente, não cura espontaneamente, é de difícil tratamento e apresenta recaída após a 

terapia (SOUZA et al., 2006). 

A leishmaniose mucocutânea caracteriza-se por lesões tardias, que surgem geralmente 

meses ou anos após a cura de uma lesão cutânea, preferencialmente no tabique auricular ou nasal, 

que se estende progressivamente aos tecidos moles, com inflamação e ulceração. Posteriormente a 

lesão se aprofunda, e nestas lesões se encontram poucos parasitos (MARKELL et al., 2003). 

A leishmaniose visceral, também chamada Kalazar, febre negra ou esplenomegalia 

tropical, é uma doença crônica e endêmica em várias regiões do mundo, afetando especialmente 

crianças e pessoas imunodeprimidas, caracterizando-se por febre irregular e esplenomegalia 

(SILVA et al., 2001). O período de incubação varia de dois a oito meses. O início da doença é 

insidioso, com perda de apetite, palidez, aparecimento de febre alta que é o sintoma mais notável 

pela sua constância, aumento de volume do baço, anemia e hemorragias da gengiva e digestiva. A 

alteração do apetite leva a desnutrição grave e a evolução da doença pode ser rápida, levando à 

morte em algumas semanas. Os pacientes podem apresentar uma forma crônica assintomática 

desta doença, com curso lento que pode durar anos, ou a forma aguda que é rápida e fatal 

(THALHOFER, 2010). 
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2.1.3 Epidemiologia 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) (2010), as leishmanioses 

acometem 12 milhões de pessoas no mundo, em 88 países tropicais e subtropicais, sendo 72 

desses considerados em vias de desenvolvimento (Figura 01). Cerca de 350 milhões de pessoas 

vivem em áreas de risco de se contrair a leishmaniose, com 1,5 a 2,0 milhões de novos casos a 

cada ano (KEDZIERSKI, 2010).  

 
Figura 01 - Distribuição mundial da leishmaniose cutânea (A) e visceral (B). As áreas afetadas estão 
marcadas em vermelho (WHO, 2010). 
 

Segundo a OMS, de 1,1 milhões de casos anuais correspondem a forma cutânea, 

ocorrendo principalmente em países em vias de desenvolvimento, na Ásia, África e América 

Latina. Cerca de 90% dos casos estão concentrados entre Afeganistão, Algéria, Irã, Iraque, Arábia 

Saudita e Síria, na África, no Brasil e no Peru (KEDZIERSK, 2010). A incidência anual de novos 

casos de leishmaniose visceral chega a aproximadamente 0,5 milhão, sendo a maioria destes na 

Índia, Sudão, Bangladesh e Nepal, na África e Ásia, e no Brasil, nas Américas, onde está 

distribuída desde os Estados Unidos até o norte da Argentina (SINGH; SINGH; SUNDAR, 2003).  

Esta forma da doença possui uma vasta distribuição geográfica, incluindo regiões tropicais, 

subtropicais e certas zonas temperadas, sendo considerada endêmica em parte da Ásia, Índia, 

América Central e do Sul, Baixo Mediterrâneo e alguns países da Europa (LAINSON; SHAW, 

1992).  

 No Brasil, tem-se observado, na última década, a expansão das áreas consideradas 

endêmicas para as leishmanioses, assim como a eclosão de surtos epidemiológicos em regiões 

antes consideradas livres dessas doenças. Entre os fatores que contribuem para este crescimento 
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temos indivíduos que visitam áreas endêmicas ou indivíduos portadores que migram para outras 

regiões (SCHWARTZ; HATZ; BLUM, 2006), além de surtos epidêmicos associados à aceleração 

do desmatamento para as expansões agrícolas e urbanas, entre outras atividades (DESJEUX, 

2001). 

Os parasitos do gênero Leishmania são classificados em dois subgêneros: Viannia e 

Leishmania. Abrangendo cerca de 30 espécies catalogadas, das quais 20 estão implicadas em 

doenças de humanos (ASHFORD, 2000). 

Nas Américas, a leishmaniose cutânea é freqüentemente causada pelas espécies L. (V.) 

brasiliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) mexicana, L. (V.) peruviana, L (V.) panamensis e L. (V.) 

guyanensis; no Velho Mundo as espécies L. (L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopica são as 

responsáveis por esta forma clínica (GRIMALDI; TESH, 1993; WILLIAMS, 1995). A espécie 

mais destrutiva, causadora da forma mucocutânea é a L. (V.) brasiliensis (ABRAMSON et al., 

1995). Na Ásia, África e Europa a leishmaniose visceral pode ser causada por L. (L.) donovani ou 

L. (L.) infantum, enquanto que nas Américas, L. (L.) chagasi é responsável por esta forma de 

leishmaniose (BAILY; NANDY, 1994). 

Neste estudo, utilizou-se L. (L.) amazonensis, que é uma espécie freqüente nas florestas 

da Amazônia, seus hospedeiros naturais são os marsupiais e roedores silvestres como Proechimys, 

Oryzomys, Marmosa, entre outros. Seus vetores são Lutzomyia flaviscutellata, Lu. reducta e Lu. 

olhmeca, que têm hábitos de vôo baixo e  são pouco antropofílicos (LEWIS; WARD, 1987).  

 

2.1.4 Ciclo biológico da Leishmania 

 

O ciclo biológico da Leishmania é heteroxeno, envolvendo um hospedeiro invertebrado e 

um vertebrado. Os hospedeiros invertebrados são flebotomíneos hematófagos do gênero 

Lutzomyia, no Novo Mundo, ou Phlebotomus, no Velho Mundo (KAMHAWI, 2006). Esses 

pequenos dípteros têm preferência por lugares úmidos e quentes. Estima-se que existam cerca de 

400 espécies de flebotomíneos nas Américas, sendo que 50 dessas parecem estar envolvidas na 

transmissão da Leishmania (GAZANION et al., 2012). Além de um vetor invertebrado, o parasito 

necessita de um hospedeiro vertebrado que atua como reservatório. Dentre esses, temos uma 
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ampla variedade de roedores, canídeos, marsupiais e humanos. Geralmente o homem participa do 

ciclo de transmissão como um hospedeiro acidental, quando entra em ambientes de alta 

transmissão, onde a doença se mantém em função dos reservatórios naturais (MOLYNEUX; 

KILLICK-KENDRICK, 1987).  

O protozoário Leishmania apresenta duas formas no seu ciclo de vida: a forma 

extracelular promastigota, que é fusiforme, apresenta núcleo central e possui flagelo, organela 

relacionada à locomoção do parasito no tubo digestivo do inseto; e a forma amastigota, que é 

ovalada, não apresenta flagelo visível e é encontrada no interior dos fagolisossomos dos 

macrófagos (Figura 02) (PETERS et al., 2008). 

 

     
Figura 02 - Leishmania (L.) amazonensis, nas formas promastigota em cultura (×1000; A) e amastigota 
(B) (Foto doada por: Dra. Márcia Graminha, FCF, UNESP, Araraquara). Os amastigotas estão infectando 
um macrófago (×1000) (WHO, 2010). 

 

O vetor pode se infectar ao ingerir sangue de um hospedeiro vertebrado contendo 

macrófagos que possuem amastigotas no seu interior. Após a lise do macrófago infectado as 

amastigotas transformam-se em promastigotas, as quais aderem as microvilosidades do intestino 

médio do inseto. Nesta fase, os parasitos são denominados procíclicos, e caracterizam-se por se 

multiplicarem rapidamente por divisão binária, transformando-se, após alguns dias, em 

promastigotas metacíclicos, que são muito móveis e não têm a capacidade de se dividir. Os 

promastigotas metacíclicos, infectantes, migram para a probóscida do inseto e são injetados com a 

saliva durante o próximo repasto sanguíneo (Figura 03) (PETERS et al., 2008). 

Os promastigotas inoculados sobrevivem aos mecanismos de defesa inatos do hospedeiro 

e então infectam os macrófagos. Dentro dos macrófagos forma-se o fagossomo, onde as formas 

promastigotas metacíclicas sobrevivem e estabelecem as condições favoráveis para a 
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diferenciação em amastigotas, que se dividem, lisam o macrófago e infectam novas células, 

repetindo o ciclo (PETERS et al., 2008). A sobrevivência intracelular do parasito pode estar 

relacionada à rapidez de sua transformação em amastigota (LEWIS, 1974), uma vez que estas 

formas encontram-se melhor dotadas bioquímica e enzimaticamente para resistirem aos 

mecanismos microbicidas dos macrófagos (PEARSON et al.,1983). 

 

 

Figura 03 – Ciclo de vida de Leishmania spp. Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx 
 

2.1.5 Interação parasito-hospedeiro 

 

As formas amastigotas localizadas no interior dos macrófagos são organismos acidófilos, 

capazes de resistirem à ação microbicida das hidrolases ácidas, liberando lisoenzimas para 

sobreviver e multiplicar-se por divisão binária, até causar a lise da célula, sendo então fagocitadas 

novamente por outros macrófagos (ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994). 

 Sobre a infecção do homem e de várias outras espécies de mamíferos por 

tripanosomatídeos, existe a dependência de complexas interações entre o parasito e o hospedeiro 
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vertebrado, que determinam a apresentação clínica e o curso evolutivo da doença. Estas 

interações se realizam entre as formas do ciclo evolutivo do parasito e as células do hospedeiro, 

havendo uma correlação entre as necessidades nutricionais do parasito e o compartimento em que 

ele reside (McCONVILLE, 2007). 

 Recentemente, as proteases dos parasitos vêm recebendo considerável atenção dos 

pesquisadores (PEREIRA et al., 2011; ASSIS et al., 2012). Este fato levou à análise de sua 

importância na interação parasito-hospedeiro. Um parasito bem sucedido deve conseguir penetrar 

e sobreviver no interior do hospedeiro, assimilando os componentes necessários à sua nutrição e 

conseguindo escapar da resposta imunológica do mesmo (GAZANION et al., 2011). As proteases 

participam de muitos dos mecanismos que os parasitos utilizam para persistirem no hospedeiro, 

tornando-se importantes alvos para o desenvolvimento de novos medicamentos (ALVAREZ, et 

al., 2012).  

 

2.1.6 A importância das proteases – seu papel nas interações entre parasitos e hospedeiros 

 

Os parasitos garantem sua perpetuação dentro de seus hospedeiros através da produção de 

muitas moléculas, que ativam mecanismos de sobrevivência, sendo assim estas moléculas são 

potenciais alvos para o desenvolvimento de novos tratamentos (MICHELS; AVILÁN, 2011). 

Entre essas moléculas, as proteases são cruciais no ciclo de vida e patogenia, em especial da 

leishmanioses e doença de Chagas (ROSENTHAL, 1999; SADIJ; MCKERROW, 2002; 

GAZANION et al., 2011). Estas enzimas têm sido implicadas em uma grande variedade de 

mecanismos de adaptação para a sobrevivência do parasito no hospedeiro, que incluem 

modulação do sistema imune do hospedeiro, invasão e destruição de tecidos, disseminação do 

parasito e aquisição de nutrientes essenciais que assegurem a sobrevivência e proliferação para 

manter a infecção (COOMBS; MOTTRAM, 1997; SADIJ; MCKERROW, 2002; APARICIO et 

al., 2004). 

 Proteases ou peptídeo-hidrolases são enzimas capazes de provocar a quebra de ligações 

peptídicas, tendo uma ampla distribuição filogenética. Quatro classes de proteases são 

reconhecidas pela União Internacional e Bioquímica: serino proteases, cisteíno proteases, 

aspartato proteases e metaloproteases (POWERS, 2002). 
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As serino proteases são caracterizadas pela presença de um resíduo de serina no sítio ativo 

da enzima, acompanhado de um resíduo de ácido aspártico e outro de histidina formando uma 

tríade catalítica. A catálise ocorre via formação de um estado de transição tetraédrico durante as 

etapas de acilação e desacilação. A tripsina, a quimiotripsina, a elastase, as calicreínas e as 

oligopeptidases B e C são exemplos de serino proteases (POWERS, 2002; MUNDAY et al., 

2011). Pesquisas sobre os efeitos de inibidores de serino proteases na sobrevivência de 

Leishmania têm mostrado que estes reduzem a viabilidade de promastigotas de L. (L.) 

amazonensis, sugerindo que as serino proteases podem ser utilizadas como potencias alvos para o 

desenvolvimento de novos medicamentos (SILVA-LOPEZ et al., 2007). 

As cisteíno proteases apresentam um resíduo de cisteína no centro ativo da enzima, que 

atua de forma semelhante ao resíduo de serina das serino proteases. A catálise ocorre via um 

intermediário tiol-éster e é facilitada pelos resíduos adjacentes de histidina e ácido aspártico. São 

exemplos de cisteíno proteases, a papaína, a cruzaína, as catepsinas e as calpaínas, sendo que as 

principais funções fisiológicas destas moléculas estão relacionadas ao metabolismo de proteínas, 

e estas enzimas também estão envolvidas em várias patologias (SEGUNDO, 1993), sendo 

notoriamente presentes em protozoários dos gêneros Leishmania e Trypanosoma (ALVAREZ et 

a., 2012).  

Nas aspartato proteases existem dois resíduos de ácido aspártico no centro ativo da 

enzima, um dos quais, na faixa de pH ótimo (em torno de 2 a 3) encontra-se ionizado, enquanto o 

outro não. São exemplos de proteases pertencentes a esta classe, a pepsina e a renina (FARO, 

2004).  

As metaloproteases caracterizam-se por possuir um átomo de metal, comumente o zinco, 

localizado no centro ativo da enzima. O metal é essencial para a catálise, fornecendo uma forte 

atração eletrofílica para auxiliar o ataque à ligação peptídica de uma molécula de água. A 

carboxipeptidase e a termolisina são exemplos desta classe de proteases (DeCLERCK, 2000).  

As cisteíno proteases são fatores de virulência, representando candidatos para 

desenvolvimento de medicamentos (PEREIRA et al., 2011; ASSIS et al., 2012) e vacinas sendo 

extensivamente estudadas em diferentes organismos patogênicos. Estas proteases de parasitos 

também estão implicadas em muitos processos, incluindo diferenciação, nutrição, infecção da 

célula hospedeira e fuga da resposta imune do hospedeiro (KLEMBA; GOLDBERG, 2002; 
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MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004; SAJID; MCKERROW, 2002). As cisteíno 

proteases (CPA e CPB) tipo Catepsina-L têm-se mostrado necessárias para a sobrevivência de L. 

(L.) mexicana dentro de macrófagos in vitro (DENISE et al., 2003), uma vez que ela é 

predominantemente expressa e ativa em amastigotas e menos intensamente em promastigotas 

metacíclicos (MOTTRAM; BROOKS; COOMBS, 1998). Essa observação, junto com o fato da 

Leishmania não crescer dentro de macrófagos na presença de inibidores de CP, sugerem que as 

CP são necessárias para o parasitismo intracelular ser bem sucedido (ALVAREZ et al., 2012). 

Em estudos recentes têm também sido demonstrados que estas proteases agem ainda como 

moduladoras da resposta imune do hospedeiro à L. (L.) mexicana (ALEXANDER; COOMBS; 

MOTTRAM, 1998; BUXBAUM et al., 2003). Outros estudos, como os de inibição em L. (L.) 

chagasi, indicam que cisteíno proteases ajudam na infecção e sobrevivência de amastigotas 

dentro de macrófagos (MUNDODI; KUCKNOOR; GEDAMU, 2005). 

 A atividade de cisteíno proteases é necessária para a sobrevivência da L. (L.) mexicana 

(COOMBS; BAXTER, 1984; DENISE et al., 2003) e Trypanosoma cruzi, in vitro (HARTH et 

al., 1993). Estudos têm confirmado a eficácia de inibidores de cisteíno proteases no tratamento da 

infecção por T. cruzi, P. falciparum e L. (L.) major (MCKERROW; MCGRATH; ENGEL, 1995; 

ROSENTHAL, 1987; MAEKAWA et al., 1998). 

 As proteases têm um papel importante nos mecanismos patogênicos e nos eventos de 

diferenciação de protozoários parasitas. O papel principal da atividade proteolítica de proteases 

na regulação da homeostase celular foi muito bem descrito em várias espécies de leveduras e 

eucariotos superiores, como também no tripanosoma africano, T. brucei (HUA et al., 1996; TO; 

WANG, 1997). 

 Algumas modificações que ocorrem durante o ciclo de vida dos protozoários podem estar 

condicionadas à presença de proteases. Isto porque uma característica marcante do ciclo de vida 

dos protozoários parasitos é o profundo remodelamento morfológico que eles sofrem durante o 

seu desenvolvimento nos hospedeiros vertebrados e invertebrados. Algumas das mudanças mais 

marcantes ocorrem quando os parasitos deslocam-se de um meio extracelular para um meio 

intracelular. Todas estas mudanças morfológicas envolvem a reestruturação de organelas, como 

flagelos e cinetoplastos; e o rearranjo do citoesqueleto para acomodar as variações de forma 

(GONZALES et a., 1999).  
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 O papel das proteases no remodelamento de protozoários parasitos foi descrito em T. 

cruzi. Foi demonstrado que a lactacistina inibe a transformação de tripomastigotas em 

amastigotas e também o desenvolvimento de amastigotas em tripomastigotas. Em relação a 

infectividade dos parasitos, estes autores demonstraram que a lactacistina não afeta a invasão de 

mioblastos por tripomastigotas; entretanto, o desenvolvimento intracelular dos parasitos é inibido 

(GONZALEZ et al., 1996).  

A cruzaína (EAKIN at al., 1992), também conhecida como cruzapaína ou GP57/51 

(MURTA et al., 1990) é a CP melhor caracterizada em T. cruzi (CAZZULO et al., 1990). A 

enzima é expressa como uma mistura de isoformas e foi primeiramente relatada em extratos de 

epimastigotas por Itow e Camargo (1977) e posteriormente purificada (BONTEMPI et al., 1984). 

 A cruzaína é expressa em vários estágios do parasito (SOARES et al., 1992). Algumas 

isoformas são secretadas para o ambiente por tripomastigotas, sendo este um papel relevante da 

cruzaína como fator de virulência na Doença de Chagas (YOKOYAMA-YASUNAKA et al., 

1994; APARÍCIO et al., 2004). 

 A cruzaína é também capaz de induzir a produção de peptídeos pró-inflamatórios (DEL 

NERY et al., 1997), sendo proposta como um fator de virulência na Doença de Chagas 

(SCHARFSTEIN et al., 2000), a cruzaína pode, ainda, prover um mecanismo pelo qual o parasito 

pode escapar da resposta imune do hospedeiro (BERASAIN et al., 2003). 

 Além disso, o bloqueio da invasão em muitos parasitos, incluindo Plasmodium falciparum 

(ROGGWILLE et al., 1996) e Toxoplasma gondii (CONSEIL; SOETE; DUBREMETZ, 1999) 

tem sido observado devido ao uso de inibidores específicos de serino proteases.  

 A importância da proteólise intracelular em protozoários do gênero Leishmania foi até 

hoje demonstrada apenas na espécie L. (L.) mexicana. Robertson (1999) observou a inibição do 

crescimento in vitro de promastigotas e amastigotas após tratamento com inibidores de proteases. 

Durante seu desenvolvimento no hospedeiro, a Leishmania e o T. cruzi liberam antígenos em seu 

ambiente, especialmente proteínas que têm sido consideradas como fatores de virulência 

(CHANG et al., 2003; APARÍCIO et al., 2004). 

As proteases extracelulares do parasito têm um papel crucial no seu ciclo de vida e na 

patogenia causada por ele (MCKERROW et al., 1993). Elas têm sido associadas a uma ampla 

variedade de mecanismos de adaptação, para a sobrevivência do parasito no hospedeiro, que além 
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da modulação da resposta do sistema imune, incluem a invasão e destruição de tecidos, 

capacidade do parasito migrar para locais específicos para o crescimento e desenvolvimento e/ou 

adquirir nutrientes essenciais que garantem a sobrevivência e proliferação para manutenção da 

infecção (COOMBS; MOTTRAM, 1997; ROSENTHAL, 1999; BURLEIGH; WOOLSEY, 

2002). 

É sabido, ainda, que oligopeptidases B e C estão envolvidas na penetração de formas 

tripomastigotas em células de mamíferos por desencadearem mecanismos de sinalização de Ca2+ 

(BURLEIGH et al., 1997). É possível, por conseguinte, que estas oligopeptidases processem 

proteínas parasitárias responsáveis pela sinalização celular do Ca2+ em células de mamíferos, 

necessárias para a penetração do parasito (HERMELY et al., 2003), o que faz delas importante 

alvo terapêutico no desenvolvimento de novas substâncias antiparasitárias. 

A descrição de proteases em protozoários, principalmente em protozoários parasitos, em 

particular no T. cruzi, e a sugestão da sua participação em processos celulares essenciais para o 

estabelecimento desses parasitos em seus hospedeiros, levaram-nos à hipótese de semelhante 

importância em um outro tripanosomatídeo, a L. (L.) amazonensis. Assim, nos propusemos a 

determinar a capacidade inibitória sobre proteases oriundas de Leishmania e de T. cruzi como um 

possível alvo terapêutico das substâncias químicas avaliadas neste estudo, especialmente 

considerando a grande porcentagem de cisteíno proteases conhecidamente presentes em parasitos 

dos gêneros Leishmania e T. cruzi, e a fundamental importância destas para a sobrevivência e 

virulência do parasito (COOMBS; MOTTRAM, 1997, ALVAREZ et al., 2012), este grupo de 

proteases representou um importante alvo no desenvolvimento deste trabalho. 

 

2.1.6.1 Cisteíno proteases do gênero Leishmania 

 

Diferentes tipos de proteases são expressas nos vários estágios do ciclo de vida de 

protozoários parasitas e estão envolvidas na sua replicação e metamorfose (ALVAREZ et al., 

2012). No caso do gênero Leishmania, as proteases melhor estudadas são três isoformas de 

cisteíno proteases, denominadas CPA e CPB, que são enzimas do tipo Catepsina-L (MOTTRAM 

et al., 2004) e CPC, que é uma enzima do tipo Catepsina-B (BART et al., 1995). Essas três 

enzimas são do tipo papaína e pertencem ao mesmo grupo de CPs (MOTTRAM et al., 1998). As 
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enzimas do tipo CPB são encontradas nos megassomos (lisossomos largos), nos vacúolos 

parasitóforos e extracelularmente nas lesões, dando a estas enzimas a oportunidade de interagirem 

com as proteínas do hospedeiro (ILG et al., 1994). 

Estas CP’s são pouco expressas nas formas procíclicas, expressas nas formas metacíclicas 

e principalmente nas formas amastigotas do parasito (SOUZA et al., 1992). Elas são importantes 

fatores de virulência que modulam a resposta imune do hospedeiro e parecem possuir um papel 

vital na sobrevivência do parasito nos macrófagos (MOTTRAM et al., 2004). 

 

2.1.7 Tratamentos 

 

O antimônio foi introduzido na terapêutica médica no século XV, empregado para 

diversas afecções. Sua toxicidade e ineficácia em muitos pacientes fizeram com que seu uso fosse 

proibido. Em 1630, o sal de antimônio trivalente, denominado emético, foi introduzido na 

medicina. Sua utilização foi novamente abandonada nos séculos XVIII e XIX, até que, em 1907, 

foi relatada a atividade do tártaro emético contra tripanossomas africanos. Em 1912 foram 

publicados os resultados obtidos por Vianna no tratamento da úlcera de Bauru e, cerca de três 

anos depois, o tártaro emético já estava sendo amplamente empregado no tratamento da 

leishmaniose visceral na Índia, sendo responsável pela redução da mortalidade dessa doença, de 

cerca de 90 para 5% dos pacientes (BRYCESON, 2000). 

Os antimoniais trivalentes, extremamente tóxicos, foram, a partir de 1920, substituídos 

pelos antimoniais pentavalentes e, a partir dos anos 40, o estibogluconato de sódio e o 

antimoniato de meglumine passaram a representar os medicamentos de primeira escolha para o 

tratamento das leishmanioses, não estando seu mecanismo de ação, até o momento, esclarecido 

(CROFT; YARDLEY, 2002). 

Os antimoniais pentavalentes (Sb
V

) são administrados por via parenteral. No interior do 

macrófago, são convertidos em antimoniais trivalentes (SbIII), compostos mais tóxicos contra os 

dois estágios de Leishmania (FREZARD et al., 2001) e também para o homem. 

Estas substâncias induzem uma variedade de efeitos adversos (alguns deles bem graves) 

tais como: artralgias, mialgias, anorexia, náuseas, vômitos, plenitude gástrica, dor abdominal, 

febre, fraqueza, cefaléia, tontura, palpitações, insônia, nervosismo, insuficiência renal, arritmias, 
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anemia e tosse (RAVDIN, 1990; KHAW; PANOSIAN, 1995). Outros efeitos como supressão da 

medula óssea, hepatotoxicidade e pancreatite química também podem ocorrer (HEPBURN, 

2000). A eficácia destas substâncias é variável devido à dosagem baixa e descontínua, sendo as 

causas de maior importância no número de recaídas e resistência de Leishmania (SUNDAR et al., 

2001). 

A anfotericina B é uma substância de segunda escolha, sendo altamente efetiva no 

tratamento das leishmanioses resistentes aos antimoniais (BERN et al., 2006). O metabolismo 

dos esteróis em Leishmania é particular, sendo o ergosterol o mais importante esterol de 

membrana neste parasito, o que o diferencia da célula hospedeira, onde o colesterol é o 

componente esterol predominante na membrana plasmática. O macrolídeo anfotericina B tem alta 

afinidade por episterol, que é um precursor do ergosterol (SINGH; PANDEY; SUNDAR, 2006), 

o que leva a uma alteração na composição da membrana, produzindo poros e alterando a 

permeabilidade, causando o escape de íons e, portanto, morte do parasito (BALANA-FOUCE, 

1998). 

A anfotericina B é administrada por via endovenosa, sendo seu uso limitado devido à sua 

toxicidade, apresentando efeitos como anafilaxia, trombocitopenia, anorexia, anemia, dor 

muscular, febre, tremor, calafrio, disfunção renal, entre outros (LANIADO-LABORIN; 

VERGAS, 2009). Novas formulações de anfotericina B associada a lipídeos conferem 

propriedades peculiares resultando na preferencial sensibilidade a macrófagos infectados por 

Leishmania além de apresentarem grande redução da toxicidade (BERN at al., 2006).  

A pentamidina é uma diamina aromática que pode ser usada em casos de leishmanioses 

resistentes aos antimoniais (SINGH et al., 2012). Tem sido aplicada no Brasil, principalmente, 

para o tratamento de infecções por L. (V.) guyanensis, que geralmente respondem mal ao 

tratamento com antimoniais. Seu mecanismo de ação não está bem definido, mas parece ocorrer 

inibição da síntese das poliaminas arginina, petruscina e espermidina (BRAY et al., 2003). Esta 

substância também pode atuar como intercalante de DNA do cinetoplasto, interferindo na 

replicação, transcrição, ou ambas (BASSELIN et al., 2002). Estudos recentes têm demonstrado 

também sua ação sobre o potencial de membrana (VERCESI; DOCAMPO, 1992; CROFT; 

SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). 
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Esta diamina pode ser administrada por via endovenosa, e com freqüência produz efeitos 

adversos como taquicardia, hipotensão, dor de cabeça, vômitos, náuseas, erupção cutânea, 

disfunção renal e outros como hipoglicemia ou hiperglicemia (COELHO et al., 2007).  

A paromomicina é um antibiótico da família dos aminoglicosídeos que, além da aplicação 

parenteral, vem sendo avaliada por via tópica em leishmaniose cutânea (SUNDAR et al., 2007). 

Atua inibindo a atividade mitocondrial da Leishmania, com a perda do potencial de membrana e 

respiração, através da inibição no abastecimento de substratos para o metabolismo da 

mitocôndria. Existem também evidências de que este antibiótico altere a captação de precursores 

de macromoléculas dificultando o crescimento do parasito. E de que altere a composição de 

lipídeos na membrana, provocando diminuição na fluidez (LIMA et al, 2007). 

O miltefosine é um derivado alquil-lisofosfolipídico, com atividade antiproliferativa, que 

foi inicialmente testado por suas propriedades anti-tumorais. Recentemente, começou a ser 

utilizado para o tratamento da leishmaniose visceral, constituindo-se no primeiro medicamento 

bem sucedida por via oral (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Esta substância está sendo 

avaliada em diferentes partes do mundo. Os testes realizados na Índia indicaram boa atividade 

contra leishmaniose visceral, com eficácia de 95% (BHATTACHARYA et al., 2007). A atividade 

do miltefosine contra Leishmania está relacionada à alteração da composição da membrana, com 

redução do conteúdo de fosfatidilcolina e ergosterol, entretanto, não apresenta eficácia nas 

espécies mais freqüentes no Brasil (RAKOTOMANGA et al., 2007). 

As reações adversas mais freqüentes, relacionadas ao uso de miltefosine são distúrbios 

gastrintestinais transitórios como vômitos e diarréia. A maior limitação ao seu uso até o momento 

está relacionada aos efeitos teratogênicos (BHATTACHARYA et al., 2004).  

Um outro grupo de substâncias em estudo na atualidade é representado por bifosfonatos, 

como residronato e pamidronato. Estes compostos parecem interferir na síntese de farnesil 

pirofosfato e geranil pirofosfato, que são metabólitos chave para a isoprenilação de proteínas 

(MARTIN et al., 2001). São compostos com atividade leishmanicida, mas também apresentam 

alta toxicidade (RODRIGUES et al., 2002). 

A atividade leishmanicida foi também demonstrada para compostos azólicos, tais como 

cetoconazol e itraconazol (BERMAN et al., 1986; URBINA, 1997), mas testes clínicos revelaram 

ineficácia no tratamento de leishmaniose humana (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).  
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Moléculas das classes das benzofenonas e biflavonóides, oriundas de produtos naturais, 

vêm mostrando promissora atividade leishmanicida, aparentemente por inibição de cisteíno 

proteases do parasito, representando também uma alternativa terapêutica no desenvolvimento de 

novos candidados a fármacos (PEREIRA et al., 2010; PEREIRA et al., 2011). 

 

2.1.7.1 Resistência ao tratamento 

 

Durante mais de 70 anos, apesar de sua alta toxicidade, os antimoniais pentavalentes têm 

sido utilizados como medicamentos de primeira escolha para tratar leishmanioses cutânea e 

visceral. A anfotericina B lipossomal, pentamidina, paromomicina e miltefosine são substâncias 

de interesse por representarem novas alternativas de tratamento contra esta doença, no entanto, 

problemas com efeitos colaterais, preço do produto e produção da formulação, seguem sendo os 

grandes desafios (MEHEUS et al., 2010). 

Além da toxicidade que possuem os medicamentos anti-Leishmania, outro grave 

problema que dificulta o tratamento da doença recai no desenvolvimento de resistência pelo 

parasito (KAYE; SCOTT, 2011). Temos assim, que o uso de antimoniais como primeira linha de 

tratamento em muitas partes do mundo está ameaçado, dado o desenvolvimento de resistência nos 

últimos 15 anos. Recentemente, estudos demonstraram que na Índia quase 80% dos parasitos 

isolados são resistentes aos antimoniais (SUNDAR et al., 2001). Um dos mecanismos de 

resistência induzida aos antimoniais já identificados é a amplificação do gene que codifica um 

transportador responsável pela extrusão do medicamento (HAIMEUR; OUELLETTE, 1998). 

Outros mecanismos, entretanto, parecem estar associados à resistência natural (SINGH; SINGH; 

SUNDAR, 2003). 

No caso dos medicamentos de segunda escolha, como a anfotericina B e a pentamidina, 

não parece que a resistência seja um limitante para seu uso clínico (PEREZ VICTORIA et al., 

2006). Até o momento, não existem registros de resistência aos compostos ainda em fase de 

avaliação para o tratamento de leishmaniose como paromomicina, azóis e bifosfonatos, 

possivelmente devido a seu uso limitado até então.  

A leishmaniose é uma doença tropical que vem sendo tratado com medicamentos não 

leishmanicidas, não sendo o mecanismo exato destas substâncias claramente conhecido. 
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Publicações recentes, em pesquisas com Leishmania, revelam que o foco vem sendo dado a 

triagens de substâncias e terapias combinatórias de medicamentos não leishmanicidas 

disponíveis, e pouca ênfase vem sendo dada a outros aspectos, como a biologia do parasito. 

Pesquisas por novas potenciais substâncias, focando principalmente alvos bioquímicos e rotas 

metabólicas essenciais para a sobrevivência do parasito fazem-se necessárias (SINGH et al., 

2012). 

Neste contexto, a busca por compostos ativos, que possam dar origem a novos 

medicamentos anti-Leishmania apresenta-se como uma necessidade urgente, dada a ineficácia 

dos tratamentos atuais, sua alta toxicidade e o aparecimento cada vez mais comum de cepas 

resistentes às terapias convencionais. Assim, substâncias químicas provenientes de recursos 

naturais representam uma grande fonte de compostos, os mais variáveis possíveis, que merecem 

ser investigados quanto as suas atividades biológicas, na esperança da obtenção de uma entidade 

química mais eficaz para o tratamento das leishmanioses e menos tóxica para o hospedeiro 

humano. 

 

2.2 Radicais derivados de oxigênio e nitrogênio e sua importância para regular o 

parasitismo 

 

O controle do crescimento intracelular da Leishmania em macrófagos ativados de 

camundongos depende fundamentalmente da ação de óxido nítrico (NO), sintetizado a partir de 

L-arginina pela ação de uma NO-síntase (iNOS) induzível por citocinas ativadoras como 

interferons do tipo IFN-� e também do  tipo I e TNF-� (LIEW; O`DONNELL, 1993). 

Os radicais intermediários de oxigênio e nitrogênio foram eficientes no controle da 

infecção de macrófagos murinos por L. (L.) donovani, mostrando eficiente efeito leishmanicida 

mesmo para a espécie de Leishmania que pode determinar a doença visceral (MURRAY; 

NATHAN, 1999). A produção de NO também desempenha papel importante no controle, e são 

relativamente muito reduzidos da fase inicial da leishmaniose cutânea murina causada por L. (L.) 

mexicana (DIAZ et al., 2003). 

Entretanto, na espécie humana os níveis de produção de NO por macrófagos ativados são 

relativamente muito reduzidos em comparação aos encontrados nos camundongos, embora haja 
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expressão de mRNA para iNOS após estimulação por IFN-�. O controle da infecção intracelular 

por leishmania em macrófagos humanos ativados por citocinas parece depender da geração de 

radicais de oxigênio e nitrogênio de mecanismos independentes de oxigênio (MURRAY; 

TEITELBAUM, 1992). Todavia, outros autores descrevem ação parasiticida, aparentemente 

mediada por NO, exercida por macrófagos humanos sobre várias espécies de Leishmania 

(PANARO et al., 1999). 

 
2.2.1 Radicais Livres 

 

O termo radical livre é freqüentemente usado para designar qualquer átomo ou molécula 

com existência independente, contendo um ou mais elétrons não pareados, nos orbitais externos. 

Um elétron não pareado é aquele que ocupa um orbital atômico ou molecular isoladamente 

(VANNUCCHI et al., 1999).  

A presença de um ou mais elétrons não pareados determina uma atração para um campo 

magnético e, algumas vezes, torna a substância altamente reativa. Radicais livres podem ser 

formados pela perda de um único elétron ou pelo ganho de um elétron de uma substância não 

radical. Eles podem ser formados quando uma ligação covalente é quebrada e um elétron de cada 

um dos pares permanece em cada átomo, em processo chamado fissão homolítica. A energia 

necessária para dissociar a ligação covalente pode ser fornecida pelo calor, radiação 

eletromagnética ou outras fontes. A grande maioria dos radicais livres possui como característica 

uma meia-vida muito curta, indo de minutos a nanosegundos, sendo capazes de reagir 

rapidamente com vários compostos ou atingir alvos celulares, como as membranas 

(VANNUCCHI et al., 1999), podendo ser úteis no combate a parasitoses intracelulares, afetando 

a membrana do parasito.  

Os radicais livres promovem reações com substratos biológicos podendo ocasionar danos 

às biomoléculas e, conseqüentemente, interferir na saúde humana. Ocorrendo na membrana, a 

oxidação de lipídeos interfere no transporte passivo e ativo normal através desta, ou ocasiona a 

ruptura dessas levando a morte celular (BARREIROS et al., 2006).  

Para evitar os danos causados pelos radicais livres, o organismo desenvolveu vários 

mecanismos de defesa, isto é, potenciais de neutralização das ações dos radicais livres, chamados 
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antioxidantes. Quando esta equivalência não existe, dizemos que está ocorrendo um estresse 

oxidativo (VANNUCCHI et al., 1999).  

 

2.2.2 Antioxidantes  

  

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido, 

principalmente, às descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. A oxidação é parte 

fundamental da vida aeróbica e do nosso metabolismo e, assim, os radicais livres são produzidos 

naturalmente ou por alguma disfunção biológica. Esses radicais livres cujo elétron 

desemparelhado encontra-se centrado nos átomos de oxigênio ou nitrogênio são denominados 

espécies reativas de oxigênio (EROs) ou espécies reativas de nitrogênio (ERNs) (BARREIROS 

et al., 2006). No organismo, encontram-se envolvidos na produção de energia, fagocitose, 

regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de substâncias biológicas 

importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação dos 

lipídios de membrana e agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, às enzimas, 

carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com várias patologias, tais como 

artrite, choque hemorrágico, doenças do coração, catarata, disfunções cognitivas, câncer e AIDS, 

podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral (BARREIROS et al., 2006), ou ainda 

limitante da patologia, no caso das tripanossomíases (PANARO et al., 1999).  

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo 

corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell et al. (2000) “Antioxidante é qualquer 

substância que, quando presente em baixa concentração comparada à do substrato oxidável, 

regenera o substrato ou previne significativamente a oxidação do mesmo”. Os antioxidantes 

produzidos pelo organismo humano podem agir enzimaticamente ou não enzimaticamente e, 

além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta 

como o �-tocoferol (vitamina-E), �-caroteno (pró-vitamina-A), ácido ascórbico (vitamina-C), e 

compostos fenólicos onde se destacam os flavonóides e dímeros de flavonóides (BARREIROS et 

al., 2006). 

 

2.3 Plantas Medicinais 
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Os produtos naturais são utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A busca 

por alívio e cura de doenças pela ingestão de ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras 

formas de utilização dos produtos naturais. A história do desenvolvimento das civilizações 

Oriental e Ocidental é rica em exemplos da utilização de recursos naturais na medicina, no 

controle de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilização Egípcia, Greco-

romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tal grandiosidade e 

eficiência que até hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais são estudados na busca 

pelo entendimento de seu mecanismo de ação e no isolamento dos princípios ativos (VIEGAS et 

al., 2006).  

A natureza, de um modo geral, é a responsável pela produção da maioria das substâncias 

orgânicas conhecidas e o reino vegetal é responsável pela maior parcela da diversidade química 

conhecida e registrada na literatura científica. A variedade e a complexidade das macromoléculas 

que constituem os metabólitos secundários das plantas e organismos marinhos ainda são 

inalcançáveis por métodos laboratoriais. Isto seria a conseqüência direta de milhões de anos de 

evolução, atingindo um refinamento elevado de formas de proteção e resistência às intempéries 

do clima, poluição e predadores (MONTANARI et al., 2001).  

A utilização das plantas como fonte de medicamentos para o tratamento das enfermidades 

que acometem a espécie humana, remonta à idade antiga. Além disso, devido ao elevado custo de 

muitos medicamentos, a população de muitos países pobres e em desenvolvimento, que não tem 

acesso à medicina moderna, tem se utilizado dos produtos naturais para o tratamento de suas 

enfermidades. De acordo com dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) cerca de 65% a 

80% da população mundial (KEDZIERSKI, 2010) (estimada em 9,0 bilhões de pessoas) não têm 

acesso ao atendimento primário de saúde e recorre à medicina popular, especialmente às plantas 

medicinais, na procura do alívio para muitas doenças (SIMÕES et al., 2003; CALIXTO, 2003). 

 

2.3.1 Plantas do Cerrado como fonte de moléculas bioativas: gênero Arrabidaea 

 

O Cerrado brasileiro apresenta cerca de 6500 espécies vegetais das quais a mais de 

duzentas já se têm atribuído alguma importância econômica. A complexidade vegetal e 
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diversidade de fisionomias propiciam variações na população vegetal deste bioma, aumentando as 

expressões fenotípicas devido à influência dos componentes ambientais. Esta variação é muito 

importante por tornar os vegetais aptos a sobreviverem quando submetidos a fortes pressões 

seletivas, o que os torna ricos em metabólitos secundários (BRASIL, 2004). 

Uma importante família de plantas, típica do Cerrado, é a Bignoniaceae, constituída por 

cerca de 120 gêneros e 800 espécies, distribuídas principalmente nas regiões tropicais da América 

do Sul e África (POSER et al., 2000). Entre estes gêneros destaca-se o gênero Arrabidaea, 

constituído por cerca de 70 espécies, as quais recebem os nomes populares de: Mato Queimado, 

Cipó Una, Santo Cipó, Puçá Panga e Pariri (BARROSO, 1986).  

As espécies de Bignoniaceae são encontradas em diferentes tipos de ambientes, desde os 

cerrados abertos até as florestas úmidas e perenifólias, representando a principal família de lianas 

das matas brasileiras. As espécies deste táxon encontram-se distribuídas nas regiões tropicais de 

todo o mundo, sendo freqüentemente encontrados no continente americano, sul do México, cujos 

jacarandás (Jacaranda brasiliana) e ipês amarelo e roxo (Tabebuia alba e Tabebuia avellanedae) 

são os exemplos mais representativos da família (LORENZI, 1988).  

Bignoniáceas são muito utilizadas na construção civil, carpintaria e construção de 

instrumentos musicais devido à natureza rígida da madeira; em planejamento urbano é também 

usada como planta ornamental, devido à beleza de suas florações, que têm no ipê o exemplo mais 

conhecido no paisagismo urbano (BOLZANI et al., 2003). Muitas espécies têm sido também 

usadas como remédios para diversas finalidades (BOLZANI et al., 2003). 

Constituintes químicos reconhecidos na família são naftoquinonas do tipo lapachona, 

alcalóides, flavonas, triterpenos, polifenóis, taninos e óleos de sementes. Lapachol e �-lapachona, 

encontrados em espécies de Tabebuia, tem apresentado inúmeras atividades bio-farmacológicas, 

incluindo anti-inflamatórias, anti-microbiana, anti-fúngicas, anti-virais, anti-parasitárias, anti-

protozoários e anti-câncer (MILTON at al., 2003).  

Existem poucos relatos de estudos químicos relacionados ao gênero Arrabidaea, 

entretanto, da A. chica já foram isolados fitosteróis, flavonóides (BARBOSA et al., 2008) e 

pigmentos utilizados em cosméticos, como carajurona, carajurina e 3-deoxiantocianidinas (ZORN 

et al., 2001; ALCERITO et al., 2002). Esta era também utilizada pelos índios no preparo de 

pigmentos vermelhos, e na cultura popular suas folhas são usadas como agentes anti-inflamatório 
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e adstringente, assim como para cólicas intestinais, diarréia sanguinolenta, leucorréia, anemia e 

leucemia (COSTA; LIMA, 1989). O extrato etanólico de A. chica apresentou, ainda, atividade 

tripanocida e antifúngica, como descrito por Barbosa et al. (2008), e o metanólico apresentou 

atividade estimulante sobre o crescimento de fibroblastos e produção de colágeno, tanto in vitro 

quanto in vivo (JORGE et al., 2008), dessa forma, a A. chica representa a espécie do gênero mais 

estudada até o momento.  

Alguns trabalhos destacam espécies como A. samydoides, A. triplinervia, A. patellifera e 

A. brachypoda, por suas utilizações populares como cicatrizante, anti-séptico, tratamento de 

cólicas intestinais, diarréia e entero-colites diurética sendo que estudos fitoquímicos e 

farmacológicos com estas espécies comprovaram também propriedades antifúngica (ALCERITO 

at al., 2002), antimalárica (PAULETTI at al., 2003) e antitumoral (BOLZANI et al., 2003) em 

extratos e compostos isolados, o que demonstra o potencial bio-farmacológico deste gênero 

vegetal.  

O extrato metanólico de A. samydoides apresentou boa atividade contra o protozoário 

Plasmodium falciparum (MARTIN et al., 2008), e dela foram isoladas xantonas com atividade 

antioxidante (PAULETTI et al., 2003) e também o composto mangiferina (MARTIN et al., 

2008).  

O extrato etanólico das folhas de A. triplinervia mostrou atividade contra tripomastigotas 

de T. cruzi (LEITE et al., 2006).  

Poucos dados estão disponíveis na literatura sobre a quimiotaxonomia e atividades 

biológicas atribuídas a esse gênero. Atualmente cerca de 06 espécies vem sendo estudadas e 

relatadas como fontes ricas em derivados fenólicos e triterpênicos, descritos como substâncias 

responsáveis pela atividade atribuída na medicina tradicional para algumas dessas espécies.  

 

2.3.2 Aspectos econômicos e ecológicos do gênero Arrabidaea 

 

Nos últimos anos, o Cerrado, que se estende por 356.630 km² da vegetação remanescente, 

ou seja, 20% de sua área original, foi submetido a um processo de fragmentação causada pela 

expansão das fronteiras agrícolas e, conseqüentemente, um aumento de áreas utilizadas para 

agricultura e pecuária. Essa expansão levou à fragmentação de habitat para diversas espécies, 
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levando o Cerrado a ser considerado recentemente um dos 25 líderes do mundo "hotspots" para a 

preservação da biodiversidade, onde estratégias de preservação são de fundamental importância 

(MYERS et al., 2000). 

A flora do cerrado é de enorme riqueza, mas somente 1,5% de sua extensão é protegida 

por lei. Em vista disto, é preciso valorizar os recursos que ela oferece e que estão sob forte 

pressão de extinção, como as espécies medicinais (GUARIM NETO; MORAES, 2003). 

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo, e as plantas, desde os tempos 

antigos, têm sido usadas para tratar uma grande quantidade de doenças, incluindo câncer 

(AGOSTINI et al., 2005). Muitos compostos com atividades biológicas foram obtidos do 

Cerrado, segundo maior bioma do Brasil (FERREIRA et al., 2007).  

A busca de novos medicamentos que exibem atividade contra vários tipos de patologias é 

um dos assuntos mais interessantes no campo de pesquisa de produtos naturais.  Embora as 

estimativas de riqueza variem enormemente, o universo das espécies conhecidas para os 

principais grupos taxonômicos já é suficiente para colocar o país no primeiro lugar mundial em 

termos de espécies. Além do tamanho, o isolamento geográfico observado no passado remoto e a 

grande variação de ecossistemas seriam as razões que explicam tal diversidade (SANO et al., 

2008). 

Considerando a importância do cerrado como fonte na busca alternativa por tratamento de 

várias patologias e o rápido ritmo de desmatamento desse bioma que atingiu cerca de 15% nas 

últimas décadas do século XX (SANO et al., 2008), a necessidade de estudo e revisão da situação 

atual do gênero Arrabidaea faz-se urgente. 

 

2.3.3 Arrabidaea brachypoda Bureau 

A Arrabidaea brachypoda (Figura 04) é uma planta nativa do cerrado brasileiro, 

conhecida popularmente como “cipó-una” ou “tintureiro”, possui arbustos escandecentes de até 

70 cm, ramos cilíndricos, estriados glabros, com lentículas. Pseudo-estípulas ausentes. Folhas 1-

2-folioladas; folíololos de 8-10 x 4-5 cm, oblongros a obovados, coniáceos, concolores, ápice 

acuminado e acuminado arredondado, algumas vezes mucronulado, margem inteira, plana, base 

cuneada, nervação palminérvia, faces adaxial e abaxial glabras; pecíolos de 1,5-2,0 cm; gavinhas 

simples. Inflorescência em tirso; eixo da inflorescência glabro. Epicálice ausente; cálice dentado, 



 

                         

42 

 

glabro, corola rósea a roxa, com faixas brancas inteiramente; infundibuliforme, densamente 

tomentosa; estames inclusos, antenas glabras, estaminódio reduzido, glabro; disco nectarífero 

conspícuo e sementes ala membranáceas (TOPAA, 1998). 

 

Figura 04 – Fotos de A. brachypoda. Fonte: (http://www.tropicos.org/Image/15239  
http://www.tropicos.org/Image/15226) 
 

Em 2002, Alcerito e colaboradores relataram estudos sobre atividade antifúngica. As 

folhas de A. brachypoda foram analisadas visando o conteúdo de flavonóides e 04 compostos 

foram isolados. Eles são flavonóides conhecidos e demonstraram atividade antifúngica contra 

Cladosporium sphaerospermum. Os mesmos foram caracterizados (Figura 05) como 3,4-

dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona (A), cirsiliol (B), cirsimaritina (C) e hispidulina (D). Dois 

atributos principais resultantes desse trabalho foram o relato do composto 3,4-dihidroxi-5,6,7-

trimetoxiflavona como um produto natural e também a primeira vez que o cirsiliol foi encontrado 

em Bignoniaceae. 

Em estudo recente (ROCHA et al., 2011), o extrato etanólico de A. brachypoda 

apresentou também atividade anti-inflamatória e anti-nociceptiva, confirmando o potencial bio-

farmacológico desta espécie. 
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Figura 05 – Estrutura química dos compostos 3,4-dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona (A), cirsiliol (B), 
cirsimaritina (C) e hispidulina (D), isolados de A. brachypoda.  
 

Assim, apesar da ampla utilização popular deste gênero, muito pouco ainda é sabido a 

respeito da constituição química e dos potenciais farmacológicos deste, sobretudo desta espécie. 

A ausência de estudos químicos sobre o gênero em questão, aliada ao fato da importância do 

registro químico de espécies endêmicas dos biomas brasileiros, juntamente com a necessidade da 

busca por novas entidades químicas com potencial antiparasitário motivaram o presente trabalho. 

 

3 OBJETIVOS 

 

- Obter extratos e frações de A. brachypoda e avaliá-los quanto a atividade leishmanicida, anti-

proteolítica e anti-oxidante; 

- Estudar quimicamente o extrato bruto e suas frações, através de cromatografia líquida de ultra-

alta pressão (UFLC) e UFLC acoplado a espectrometria de massas (UFLC-EM). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Fluxograma de Trabalho 

 

 

 

4.2 Execução do Plano de Trabalho 

 

� Os testes de atividade antioxidante in vitro foram realizados no Laboratório de 

Fitoquímica e Química Medicina, Departamento Farmácia - UNIFAL-MG. Foi utilizado 

espectrofotômetro UV-visível (Shimadzu-2550), de feixe duplo. O extrato e frações foram 

solubilizados em etanol e analisados no � = 517 nm. 

 

� A partição do extrato bruto também foi realizada no Laboratório de Fitoquímica e 

Química Medicina, Departamento Farmácia - UNIFAL-MG. 

Seleção da espécie a ser estudada 

Extração (percolação) 
Ex- EtOH 70% (caule, raíz e 

folhas) 

-) Obtenção dos extratos das diferentes partes 

-) filtração 

-) secagem 

Torta 

Armazenamento  

Ex- EtOH 70% 
IC50 e IC90 

(promastigotas) 

Seleção do material de estudo 
(folhas) para realização dos 

ensaios bioguiados 

Atividade leishmanicida 
e citotoxicidade 

Etapa farmacobotânica 

Etapa fitoquímica 

Etapa biológica 

Fracionamento Análise por UFLC-MS Proposição estrutural 

Promastigotas 

Amastigotas 

Citotoxicidade Determinação do IS 

Ensaios enzimáticos 
fluorimétricos 

Pool de enzimas (promastigotas e amastigotas) 

Serino proteases (Oligopeptidases B e C) 

Cisteíno proteases (Cat-L, rCPB2.8, rCPB3.0, rH84Y e Cruzaína) 

Atividade Antioxidante 
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� Os testes antiparasitários in vitro (ensaios com promastigotas, amastigotas e de 

citotoxicidade) foram realizados nos Laboratórios de Biologia Molecular de Micro-

organismos e de Parasitologia no Departamento de Ciências Biomédicas da UNIFAL-MG. 

 

� Nos testes enzimáticos (pool e oligopeptidases) foi utilizado espectrofluorímetro 

Shimadzu RF-1501 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) no Laboratório de Biofísica da 

UNIFESP-SP sob colaboração da Prof. Dra. Maria Aparecida Juliano e do doutorando 

Diego Magno Assis. Realizaram-se também ensaios em Catepsina-L, CPB’s e cruzaína no 

Centro Interdisciplinar de Investigação (CIIB) da Universidade de Mogi da Cruzes sob 

orientação do professor Dr. Wagner Alves de Souza Judice. 

 

� As análises por espectrometria de massas foram realizadas no Laboratório de Biofísica da 

UNIFESP-SP sob colaboração dos Profs. Dra. Maria Aparecida Juliano, Dr. Luís Juliano e 

do doutorando Diego Magno Assis. Os extratos foram analisados utilizando-se 

cromatógrafo líquido LC-20AD (Shimadzu, Tokyo, Japão). A massa molecular de cada 

produto foi também determinado por UFLC-EM utilizando um detector do tipo 

quadrupolo LCMS-2020EV equipado com um módulo de ionização por electrospray ESI-

probe (Shimadzu, Tokyo, Japão), o qual foi conectado ao circuito UFLC após o detector 

de UV SPD-20A a 220 e 272 nm, sendo a proposição estrutural realizada em colaboração 

com o professor Dr. Wagner Vilegas e a doutoranda Cláudia Quintino da Rocha, do 

Instituto de Química da Unesp-Araraquara. 

 

4.3 Preparo do material para realização dos ensaios 

 
4.3.1 Material vegetal 

 

O material vegetal utilizado constou de folhas, caules e raízes de A. brachypoda colhidas 

em abril de 2008 na cidade de João Pinheiro, Estado de Minas Gerais, Brasil. Os exemplares 

botânicos foram identificados pela professora Dra. Ana Maria Cristina Teixeira Braga, do 
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Departamento de Botânica da Universidade Federal de Ouro Preto, estando depositado no 

Herbarium da Universidade Federal de Ouro Preto sob o número 17935. 

As partes da planta utilizadas neste estudo para obtenção dos extratos brutos (hidro-

etanólicos) foram cedidas pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Wagner Vilegas do Instituto de 

Química da Unesp-Araraquara, na pessoa de Cláudia Quintino da Rocha, sua orientanda de 

Doutorado.  

 

4.3.2 Modelos biológicos 

 

Para realização dos testes in vitro utilizou-se protozoários da espécie L. (L.) amazonensis 

(MHOM/BR/1973/M2269), macrófagos peritoniais murinos, oligopeptidases B e C, Catepsina-L, 

enzimas recombinantes rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y e a enzima cruzaína. Aprovado pelo CEUA 

da Unifal sob o registro número 394/2012. 

 

4.3.3 Preparo dos extratos  

 

As partes da planta, após identificação, foram secas em estufa de circulação de ar a 37°C e 

trituradas. O extrato bruto foi obtido por percolação em solução hidro-alcoólica na proporção 3:7 

(v/v), concentrado em evaporador e posteriormente liofilizado (CHRIST, Beta 2-16), obtendo-se 

o extrato bruto seco que foi utilizado nas avaliações e na obtenção das frações hexânica, acetato 

etílica, butanólica e aquosa (extrato obtido das folhas), nesta seqüência, por partição líquido-

líquido, respeitando-se o aumento de polaridade. 

O extrato hidro-etanólico (bruto), seco, foi ressuspendido em 98,5 mL de água + 1,5 mL 

de etanol, a solução foi então fracionado obtendo-se quatro novas frações, de acordo com suas 

polaridades crescentes, por partição líquido-líquido, sendo feitas três lavagens do extrato bruto 

com cada solvente (hexano, acetato de etila e n-butanol), nas proporções de 10:4, 10:3 e 10:3 (dez 

partes do extrato bruto para quatro, três e três partes de cada um dos solventes, seqüencialmente) 

(Figura 07), após a lavagem com os três solventes, a fração aquosa remanescente foi liofilizada 

para obtenção da fração aquosa seca, e cada uma das frações obtidas com os solventes, secas em 
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evaporador rotatório para obtenção de seus respectivos extratos secos, avaliando-se seus 

rendimentos.  

 

4.4 Análise cromatográfica / Espectrometria de massas 

 

Os extratos foram analisados utilizando-se cromatógrafo líquido LC-20AD (Shimadzu, 

Tóquio, Japão). A massa molecular de cada substância foi também determinada por UFLC-EM 

utilizando LCMS-2020EV equipado com ESI-probe (Shimadzu), o qual foi conectado ao circuito 

UFLC após o detector de UV SPD-20A a 220 e 272 nm. As condições do UFLC foram: coluna 

Shim-pack XR-ODS (75 mm de comprimento, 4,6 mm de diâmetro interno e partículas de 2,2 

�m) que foi eluido com o sistema solvente A (água/TFA 1000:1) e B (ACN/água/TFA, 

900:100:1) a um fluxo de 1mL/min e gradiente de A 0 a 100% em B em 8 minutos. A 

temperatura da coluna foi de 25ºC. 

 

4.5 Ensaios in vitro 

 

4.5.1 Avaliação da atividade leishmanicida (promastigotas)  

 

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram mantidas em meio Schineider 

suplementado com 10% de soro fetal bovino em estufa a 25°C. Para a realização dos testes foram 

transferidas à razão de 1x106 células/mL para placas de 24 poços, onde então foram adicionadas 

as substâncias a serem avaliadas na faixa de concentração de 0,05 a 100μg/mL. Após 72 horas de 

incubação a 25°C, os protozoários foram contados em câmara de Neubauer para a determinação 

do IC50, tendo como controle protozoários em meio de cultura sem a adição de drogas. Este IC50 

foi então comparado ao IC50 do medicamento padrão anfotericina B (PEREIRA et al., 2010). 

 

4.5.2 Avaliação da atividade leishmanicida (amastigotas) 

 

Macrófagos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos, sendo estes 

sacrificados por deslocamento da coluna cervical, e as células contadas em câmera de Neubauer. 
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Os macrófagos foram mantidos em meio RPMI 1640 (Sigma, USA) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino inativado, a 37°C em 5% CO2. As células foram cultivadas sobre lâminas de 

vidro de 13mm (Nunc, USA) em placas de 24 poços a uma concentração de 8x105 células por 

poço, e colocadas em contato com promastigotas na fase lag de crescimento para infecção a uma 

razão de 10:1 (Leishmania/macrófago), sob incubação a 37°C em 5% CO2 durante 16–18 horas. 

Os promastigotas não fagocitados foram removidos por lavagem, e as diluições das substâncias a 

serem avaliadas (nas concentrações de 0,05 a 100μg/mL) foram adicionadas ao meio, 

solubilizadas em DMSO a uma concentração final de 0,6% v/v. Após 72 horas, as lâminas de 

vidro foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa a 10% e examinadas por microscopia 

óptica com uso de óleo de imersão. Um mínimo de 200 macrófagos foram contados por lâmina 

para cálculo da porcentagem de macrófagos infectados. O percentual de infecção foi calculado em 

relação ao controle apenas com DMSO para a determinação dos valores de IC50. Todos os testes 

foram realizados em triplicata e a Anfotericina B (Eurofarma) foi utilizada como substância de 

referência (PEREIRA et al., 2010). 

 

4.5.3 Avaliação da citotoxicidade 

 

Para avaliação da citotoxicidade, foram utilizados macrófagos peritoneais murinos 

mantidos em meio RPMI 1640 a 37°C e 5% de CO2, dispostos em placas de 24 poços na razão de 

8x105
 células por poço, aos quais foram adicionadas as substâncias a serem avaliadas em várias 

concentrações (0,1 a 160,0 μg/mL), dissolvidas em DMSO, a uma concentração final de 0,6%, e 

incubados por 72 horas. Após o período de incubação foi adicionado 50μL de MTT (3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo) na concentração de 5mg/mL a cada poço, com 

nova incubação por 4 horas, então o meio de cultura foi removido e adicionou-se 100μL de 

DMSO a cada poço para solubilização dos cristais de formazan. As placas foram agitadas por 

15 minutos e a absorbância de cada amostra avaliada em leitor de ELISA a 560nm (PEREIRA et 

al., 2010).  

 A absorbância obtida da amostra controle, tratada apenas com o solvente utilizado para 

dissolver as substâncias, na mesma concentração (DMSO a 0,6%) foi considerado como 100% de 

viabilidade celular e a viabilidade celular das amostras calculadas pela equação 
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inibição , onde OD representa a absorbância das amostras. A 

concentração citotóxica para 50% das células (CC50) foi obtida por regressão não linear. 

 
4.5.4 Determinação do Índice de Seletividade 

 

 Para determinação do índice de seletividade (IS) utilizou-se a seguinte fórmula: 

50

50

IC

CC
IS = , onde CC50 representa a concentração citotóxica para 50% das células avaliadas no 

teste de citotoxicidade e IC50 representa a concentração inibitória para 50% das células avaliadas 

no teste de atividade das substâncias, perante formas amastigotas, considerando-se a mesma 

substância. Valores maiores ou iguais a 10 são considerados satisfatórios (PEREIRA et al., 2010). 

 

4.5.5 Ensaios de atividade inibitória sobre proteases  

 

Com o intuito de avaliar a atividade das proteases, a hidrólise (Figura 06) do substrato 

peptídico fluorogênico (Z-FR-MCA) foi monitorada no �ex = 380 nm e �em = 460 nm 

(comprimento de onda de excitação e emissão para o MCA, respectivamente) sendo o 

espectrofluorímetro calibrado com soluções padrão de MCA.  
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Figura 06 – Esquema geral dos ensaios enzimáticos com o substrato fluorogênico Z-FR-MCA, mostrando 
o ponto de clivagem pelas proteases. 
 

Para avaliação da atividade inibitória sobre proteases, foram utilizados o pool de proteases 

obtido a partir da lise dos microrganismos (promastigotas e amastigotas), proteases previamente 

isoladas dos microrganismos (oligopeptidases B e C), Catepsina-L, enzimas recombinantes 

rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y e a cruzaína.  

 Para obtenção dos lisados de L. (L.) amazonensis obtiveram-se as formas promastigotas 

(mantidas em cultura) e amastigotas (recém isoladas de camundongos infectados) de L. (L.) 

amazonensis na concentração de 1,8x106 células/mL, estas foram lavadas três vezes em Tampão 

Fosfato Salino (PBS) a 0,15M (pH 7,2) por 10 minutos a centrifugação a 1500g, e estocadas a -

70°C em alíquotas contendo 1,8x106 microrganismos. 

 No momento de realização dos testes, o lisado dos parasitos foi preparado em PBS 0,15M 

por 05 ciclos de ultrassonicação de 45 segundos cada, a 30 Hz, sob 0°C, com intervalo de 02 

minutos entre cada ciclo. Após a exposição ao ultra-som, os lisados celulares foram centrifugados 
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a 5090g durante 05 minutos a 4°C, e o sobrenadante obtido utilizado nos testes (PEREIRA et al., 

2011). 

As substâncias a serem avaliadas foram adicionadas ao pool de proteases obtido de 

promastigotas e de amastigotas em diferentes concentrações, em acetato de sódio 0,1 M, pH 5,5 e 

pH 8,0 (para amastigotas e promastigotas respectivamente) a 37oC, contendo 5 μmol.L-1 de DTT 

para ativação enzimática por 10 min, sendo a amostra sem a adição de drogas o controle positivo.  

 Oligopeptidases B e C são freqüentes em bactérias, plantas e tripanosomatídeos 

(COETZER et al., 2008), tendo sido obtidas comercialmente (Sigma). A hidrólise do substrato 

peptídeo fluorogênico pelas enzimas foi realizada em Tampão Tris 100 mM, pH 8,0, a 37oC, 

contendo 5 μmol.L-1 de DTT para ativação enzimática por 10 min, seguido da adição, em várias 

concentrações, das substâncias a serem avaliadas.   

A Catepsina-L, a cruzaína, a enzima rCPB2.8, e suas isoformas rCPB3 e rH84Y, de L. (L.) 

mexicana foram expressas, purificadas e ativadas (SANDERSON et al, 2000;. ALVES et al, 

2001). A hidrólise do substrato peptídeo fluorogênico pelas enzimas foi realizada em tampão 

acetato de sódio 0,1 M, pH 5,5, a 37oC, contendo 5 μmol.L-1 de DTT para ativação enzimática 

por 10 min, seguido da adição, em várias concentrações, das substâncias a serem avaliadas. 

Para todas as enzimas e pool avaliados, após um período de incubação de 30 minutos a 

37°C, junto a substância a ser avaliada, foi adicionado o substrato peptídico fluorogênico 

carbobenzoxi-fenilalanil-arginil-7-amido-4-metilcumarina (Z-F-R-MCA) e imediatamente após 

excitação de composto MCA quebrado pela atividade enzimática a 380nm foi realizada leitura da 

emissão de fluorescência a 460nm, em espectrofluorímetro Shimadzu modelo RF-1501, durante 

05 segundos. 

A partir dos valores obtidos e comparando-se com os resultados sem a adição de drogas 

foi calculado o IC50 da inibição da atividade proteolítica com a utilização do software Grafit 5,0 

(Erithacus Software Ltda) (MELO et al., 2001). 

  

4.5.6 Avaliação do poder seqüestrante de radicais DPPH 

 

A medida da atividade seqüestrante de radicais DPPH foi realizada de acordo com a 

metodologia descrita por Yen et al. (2005) com modificações. Adicionou-se 4,0 mL da solução 
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das amostras a serem testadas (nas concentrações de 400, 200, 100, 50 e 25  �g/mL) em etanol, a 

1,0 mL de solução do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila) (0,5 mM). A mistura foi agitada 

vigorosamente e mantida em repouso, sob proteção de luz, por 30 minutos. Logo após, foram 

lidas as absorbâncias a 517 nm em espectrofotômetro UV/vis (em triplicata). 

O DPPH é um radical estável, de cor púrpura quando em solução etanólica, apresentando 

uma banda de absorção a 517nm. Quando misturado a uma substância capaz de doar um 

hidrogênio e seqüestrar o seu radical, o DPPH passa a 1,1-difenil-2-picrilidrazina (DPPH-H) de 

cor amarela. Quanto menor a absorbância maior o potencial seqüestrante . Para avaliar a atividade 

captadora do radical, foi obtida a porcentagem de inibição, de acordo com a equação: 

100% x
ABS

ABSABS
inibição

controle

amostracontrole −
= , sendo cada amostra analisada em triplicata e seus 

valores plotados para obtenção do IC50 por regressão não linear.  

A quercetina e o ácido ascórbico foram utilizados como controles positivos nas mesmas 

concentrações séricas.  

 

4.6 Análise Estatística 

 

A análise estatística para a atividade leishmanicida foi realizada usando regressão não 

linear para se obter os valores de IC50 (concentração que inibe o crescimento de 50% dos 

microrganismos) e CC50 (concentração citotóxica para 50% das células). Os resultados foram 

mostrados em porcentagem de inibição em relação ao controle. Os IC50 da atividade inibitória 

enzimática foram demonstrados utilizando o software Grafit 5.0. Todos os testes foram realizados 

em triplicata. Os valores de IC50 e CC50 (�g/mL) foram submetidos a análise de variância, seguida 

por comparação utilizando-se o teste de Tukey, ao nível de significância de 5%. Os dados foram 

processados pelo software BioEstat 5.0. 

 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Atividade antipromastigota das diferentes partes de A. brachypoda 
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Inicialmente, foram preparados extratos hidro-etanólicos (na proporção etanol/água de 

70:30 v/v), por percolação, a partir das folhas, caule e raízes, secas e trituradas, de A. brachypoda. 

Após a obtenção destes três extratos (extratos brutos), os mesmos foram avaliados, in 

vitro, quanto ao seu potencial leishmanicida através da determinação de seus valores de IC50 e 

IC90 (concentração inibitória para 50% e 90% da cultura celular, repectivamente) perante 

promastigotas de L. (L.) amazonensis, os resultados foram comparados aos valores de inibição do 

medicamento padrão, Anfotericina B, apresentando o extrato das folhas um melhor resultado, 

com menores valores de IC50 e IC90, seguido pelo extrato do caule e da raiz, respectivamente, 

como mostrado na Tabela 01. Estes resultados levaram a continuidade dos estudos apenas com o 

extrato hidro-etanólico das folhas. 

 

Tabela 01 – Valores de IC50 e IC90 do medicamento de referência e dos extratos hidro-etanólicos do caule, 
folhas e raiz de A. brachypoda, quanto a atividade antipromastigota de L. (L.) amazonensis. 
 
 Anfotericina B EtOH caule EtOH folhas EtOH raiz 

IC50 (μg/mL) 3,68 9,32 4,85 15,32 

IC90 (μg/mL) 8,82 23,52 14,89 34,36 

 

5.2 Fracionamento do extrato bruto das folhas de A. brachypoda 

 

Uma vez selecionado o extrato das folhas como mais ativo perante promastigotas de L. 

(L.) amazonensis, e como material para o desenvolvimento deste estudo, após sua obtenção com 

um rendimento de 14,3%, 4,0g do seu extrato hidro-etanólico (bruto), seco, foi ressuspendido em 

98,5 mL de água + 1,5 mL de etanol, a solução foi então fracionado obtendo-se quatro novas 

frações, após a lavagem com os três solventes, a fração aquosa remanescente foi liofilizada para 

obtenção da fração aquosa seca, e cada uma das frações obtidas com os solventes, secas em 

evaporador rotatório para obtenção de seus respectivos extratos secos, avaliando-se seus 

rendimentos (Figura 07).  
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Figura 07 - Seqüência de obtenção das frações a partir do extrato hidro-etanólico das folhas de A. 
brachypoda, por partição líquido-líquido, com seus rendimentos. 
 

5.3 Avaliação por UFLC-EM 

Após avaliação preliminar do efeito antipromastigota in vitro, foi realizada a análise por 

UFLC-EM, visando uma compreensão dos resultados através do conhecimento do perfil químico 

do extrato e de cada uma das frações (Figuras 08 – 14). 

 

 

Figura 08 - Perfil cromatográfico (UFLC) do extrato Bruto obtido em coluna Shim-pack XR-ODS (75 
mm de comprimento, 4,6 mm de diâmetro interno e partículas de 2,2 �m), eluido com o sistema solvente 
A (água/TFA 1000:1) e B (ACN/água/TFA, 900:100:1) a um fluxo de 1mL/min e gradiente de A 0 a 
100% em B em 8 minutos. A temperatura da coluna foi de 25ºC. Ch1: detecção em 220 nm. Ch2: 
detecção em 272 nm. 
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Figura 09 - Perfil cromatográfico (UFLC) da fração Hexânica obtido em coluna Shim-pack XR-ODS (75 
mm de comprimento, 4,6 mm de diâmetro interno e partículas de 2,2 �m), eluido com o sistema solvente 
A (água/TFA 1000:1) e B (ACN/água/TFA, 900:100:1) a um fluxo de 1mL/min e gradiente de A 0 a 
100% em B em 8 minutos. A temperatura da coluna foi de 25ºC. Ch1: detecção em 220 nm. Ch2: 
detecção em 272 nm. 
 

 
Figura 10 - Perfil cromatográfico (UFLC) da fração Acetato Etílica obtido em coluna Shim-pack XR-
ODS (75 mm de comprimento, 4,6 mm de diâmetro interno e partículas de 2,2 �m), eluido com o sistema 
solvente A (água/TFA 1000:1) e B (ACN/água/TFA, 900:100:1) a um fluxo de 1mL/min e gradiente de A 
0 a 100% em B em 8 minutos. A temperatura da coluna foi de 25ºC. Ch1: detecção em 220 nm. Ch2: 
detecção em 272 nm. 
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Figura 11 - Perfil cromatográfico (UFLC) da fração Butanólica obtido em coluna Shim-pack XR-ODS 
(75 mm de comprimento, 4,6 mm de diâmetro interno e partículas de 2,2 �m), eluido com o sistema 
solvente A (água/TFA 1000:1) e B (ACN/água/TFA, 900:100:1) a um fluxo de 1mL/min e gradiente de A 
0 a 100% em B em 8 minutos. A temperatura da coluna foi de 25ºC. Ch1: detecção em 220 nm. Ch2: 
detecção em 272 nm. 
 

 

Figura 12 - Perfil cromatográfico (UFLC) da fração Aquosa obtido em coluna Shim-pack XR-ODS (75 
mm de comprimento, 4,6 mm de diâmetro interno e partículas de 2,2 �m), eluido com o sistema solvente 
A (água/TFA 1000:1) e B (ACN/água/TFA, 900:100:1) a um fluxo de 1mL/min e gradiente de A 0 a 
100% em B em 8 minutos. A temperatura da coluna foi de 25ºC. Ch1: detecção em 220 nm. Ch2: 
detecção em 272 nm. 
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Figura 13 - Comparação entre os perfis cromatográficos do extrato bruto e suas frações, obtidos em 
coluna Shim-pack XR-ODS (75 mm de comprimento, 4,6 mm de diâmetro interno e partículas de 2,2 �m), 
eluido com o sistema solvente A (água/TFA 1000:1) e B (ACN/água/TFA, 900:100:1) a um fluxo de 
1mL/min e gradiente de A 0 a 100% em B em 8 minutos. A temperatura da coluna foi de 25ºC. Detecção 
em 220 nm.  
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Figura 14 – Espectros de massas dos principais constituintes eluídos nos cromatogramas obtidos 
por UFLC utilizando um detector do tipo quadrupolo LCMS-2020EV equipado com um módulo 
de ionização por electrospray ESI-probe (Shimadzu, Tokyo, Japão). 
 

Continua na próxima página 

2 

150 200 250 300 350 400 450 m/z
0

5

10

15

20

25

30

Inten.
101.45

286.70

352.50
219.40178.45

142.45 469.35353.50199.55146.40 391.40317.25294.25
227.45 429.10265.50

497.15
454.60

501.35

1 

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z 0 

25 

50 

75 

100 
Inten. 

315.40 

158.40 

279.35 710.20 
391.40 645.65 1010.50 517.40 1230.95 1665.95 1912.90 1446.90 838.45 

250 500 750 1000 1250 m/z
0

10

20

30

40

50

60

70

Inten.
101.45

565.35

279.40
352.50171.50 1296.55497.10

721.10 1114.05 1239.35
1401.30

958.15853.20

3 



 

                         

59 

 

 

 

 
 
Figura 14 (continuação) - Espectros de massas dos principais constituintes eluídos nos 
cromatogramas obtidos por UFLC utilizando um detector do tipo quadrupolo LCMS-2020EV 
equipado com um módulo de ionização por electrospray ESI-probe (Shimadzu, Tokyo, Japão). 
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Figura 14 (continuação) - Espectros de massas dos principais constituintes eluídos nos 
cromatogramas obtidos por UFLC utilizando um detector do tipo quadrupolo LCMS-2020EV 
equipado com um módulo de ionização por electrospray ESI-probe (Shimadzu, Tokyo, Japão). 
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Figura 14 (continuação) - Espectros de massas dos principais constituintes eluídos nos 
cromatogramas obtidos por UFLC utilizando um detector do tipo quadrupolo LCMS-2020EV 
equipado com um módulo de ionização por electrospray ESI-probe (Shimadzu, Tokyo, Japão). 
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Figura 14 - Espectros de massas dos principais constituintes eluídos nos cromatogramas obtidos por 
UFLC utilizando um detector do tipo quadrupolo LCMS-2020EV equipado com um módulo de ionização 
por electrospray ESI-probe (Shimadzu, Tokyo, Japão). 
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5.4 Atividade leishmanicida e citotoxicidade 

 

Após estudo cromatográfico e o estudo do perfil químico dos principais compostos do 

extrato e frações por espectrometria de massas, pode-se detectar a variabilidade química deste 

extrato e frações, com base na qual realizou-se a avaliação destes perante promastigotas de L. (L.) 

amazonensis, preliminarmente, como início de estudo, quanto a atividade leishmanicida, in vitro, 

nas concentrações de 10 e 40 μg/mL (Tabela 02). 

 

Tabela 02 - Porcentagem de inibição de crescimento de promastigotas de L. (L.) amazonensis após 
tratamento de 72 horas com extrato bruto e frações das folhas de A. brachypoda. 
 

Substância % de inibição 

Controle 0 

Bruto (10μg/mL) 72,23 

Bruto (40μg/mL) 99,14 

Hx (10μg/mL) 88,35 

Hx (40μg/mL) 91,64 

AcEt (10μg/mL) 83,65 

AcEt (40μg/mL) 95,6 

But (10μg/mL) 32,07 

But (40μg/mL) 99,14 

Aq (10μg/mL) 0 

Aq (40μg/mL) 0 

 

Após análise prévia do extrato bruto e frações quanto a atividade antipromastigota, onde 

todas as substâncias avaliadas apresentaram resultados de inibição expressivos, à exceção da 

fração Aquosa, realizou-se a avaliação destes perante promastigotas e amastigotas de L. (L.) 

amazonensis, obtendo-se os valores de IC50 de cada amostra, assim como a avaliação da 

citotoxicidade, através da determinação da concentração citotóxica para 50% da cultura celular 

(CC50) de macrófagos peritoniais murinos, recém isolados, possibilitando o cálculo do Índice de 

Seletividade (IS) das amostras avaliadas (PEREIRA et al., 2010) tendo a anfotericina B como 

substância de referência. Tanto o extrato bruto como as frações (a exceção da Aquosa) 
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apresentaram resultados satisfatórios perante promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis 

e baixa citotoxicidade quanto aos macrófagos murinos, resultando em altos IS’s, apresentando o 

melhor resultado a fração Acetato Etílica, sendo os valores das frações Hexânica e Butanólica 

estatisticamente equivalentes entre si a um nível de significância de 5% (Tabela 03). 

 
Tabela 03 - Valores de IC50 de inibição de crescimento de promastigotas e amastigotas de L. (L.) 
amazonensis, CC50 dos macrófagos peritoniais murinos, e cálculo do Índice de Seletividade do extrato 
bruto e frações, tendo a anfotericina B como substância de referência para atividade leishmanicida 
(amastigotas). 
 

Substância 
IC50 (μg/mL) 

promastigotas 

IC50 (μg/mL) 

amastigotas 

CC50 

(μg/mL) 

IS 

Extrato Bruto 4,85 ± 0,21a, b 33,5 ± 0,29 >160,00 >4,78 

Fração Hexânica 2,02 ± 0,07 14,7 ± 0,12a 64,20 4,22a 

Fração Acetato Etílica 3,94 ± 0,13a 14,1 ± 0,08a 151,62 10,75 

Fração Butanólica 15,73 ± 1,20 38,7 ± 0,83 160,86 4,17a 

Fração Aquosa > 100,00 > 100,00 >160,00 ND 

Anfotericina B 3,68 ± 0,11b 4,35 ± 0,13 ND ND 

p>0,05; a e b: médias não distintas estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); ND: valores não 
determinados. 
  

Foi também calculada a contribuição individual de cada uma das frações obtidas para o 

resultado final quanto a atividade antiamastigota, de acordo com Pereira et al. (2010), levando-se 

em consideração a atividade de cada uma das frações perante esta forma do parasito, na 

determinação de seu IC50, e a sua porcentagem de participação na composição do extrato bruto, o 

que nos permite avaliar a sinergia ou não das frações quanto a atividade antiamastigota (Tabela 

04). 
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Tabela 04 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade antiamastigota 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 14,7 14,1 38,7 >100    

RM x IC50 1,36 3,42 7,52 47 59,32 33,50 0,56 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50 : concentração necessária para 
inibição de 50% das formas amastigotas em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50 : valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50) : razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e da somatória das contribuições individuais para a 
atividade antiamastigota, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 

 

5.5 Ensaios enzimáticos fluorimétricos 

 

5.5.1 Pool de enzimas de promastigotas e amastigotas 

 

Na busca de elucidar um possível mecanismo de ação, o extrato bruto e frações foram 

avaliados quanto a capacidade inibitória da atividade proteolítica do pool de proteases extraídas 

de promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis, em soluções de pH 8,0 e 5,5, 

respectivamente (Figuras 15 e 16), apresentando os valores de IC50 de inibição descritos na 

Tabela 05. 
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Figura 15 - Curva de inibição do extrato bruto e frações em diferentes concentrações sobre o pool de 
proteases extraído de promastigostas de L. (L.) amazonensis em solução de pH 8,0. 
 

 
Figura 16 - Curva de inibição do extrato bruto e frações em diferentes concentrações sobre o pool de 
proteases extraído de amastigostas de L. (L.) amazonensis em solução de pH 5,0. 
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Tabela 05 - Valores de IC50 de inibição do pool de proteases extraídos de amastigotas (pH 5,0) e 
promastigotas (pH 8,0) de L. (L.) amazonensis, tratados com o extrato bruto das folhas de A. brachypoda 
e suas frações. 
 

IC50 (μg/mL) 
Extrato/Fração 

Amastigotas Promastigotas  

Bruto 136.3 ± 36.2a 44.3 ± 1.7a 

Hexânica 132.1 ± 6.1a 67.5 ± 10.5b 

Acetato Etílica 65.3 ± 15.5 43.3 ± 5.0a 

Butanólica 116.7 ± 8.5a 90.6 ± 23.0b 

Aquosa >200 >200 

p>0,05; a e b: médias não distintas estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

Calculou-se também a contribuição individual de cada uma das frações obtidas para o 

resultado final quanto a atividade inibitória do pool de enzimas de amastigotas, de acordo com 

Pereira et al. (2010), levando-se em consideração a atividade de cada uma das frações perante 

este grupo de enzimas, na determinação de seu IC50, e a sua porcentagem de participação na 

composição do extrato bruto, o que nos permite avaliar a sinergia ou não das frações quanto a 

atividade inibitória neste grupo enzimático (Tabela 06). 

 
Tabela 06 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade inibitória sobre o pool de 
enzimas de amastigotas 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 132,1 65,3 116,7 >200    

RM x IC50 12,22 15,84 22,76 94 144,82 136,3 0,94 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50: concentração necessária para 
inibição de 50% da atividade enzimática em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50: valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50): razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e do somatório das contribuições individuais para a 
atividade inibitória, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 
 

5.5.2 Oligopeptidases B e C  
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Como o extrato bruto e suas frações apresentaram resultados satisfatórios perante o pool 

de enzimas das formas amastigotas e promastigotas, foram então avaliados quanto a inibição da 

atividade proteolítica de Oligopeptidases B e C, que são enzimas purificadas, representativas da 

classe das serino proteases, presentes nos gêneros Leishmania e Trypanosoma, entre outros, que 

estão intimamente relacionadas a capacidade de ataque de tripanosomatídeos às células de seu 

hospedeiro, identificando-se assim efeitos significativos de inibição, como mostrado nas Figuras 

17 e 18 e sumarizado na Tabela 07. 

 

 

Figura 17 - Curvas de inibição do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações em diferentes 
concentrações perante Oligopeptidase B. 
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Figura 18 - Curvas de inibição do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações em diferentes 
concentrações perante Oligopeptidase C. 

 

Tabela 07 - Valores de IC50 do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações em relação a 
inibição das Oligopeptidases B e C. 
 

Valores de IC50 em μg/mL 
Extrato / Fração 

Oligopeptidase B Oligopeptidase C 

Bruto 95,3 ± 8,1a 64,1 ± 5,2 

Hexânica 98,8 ± 8,1a, b 51,7 ± 4,7a 

Acetato Etílica 50,8 ± 3,5 51,6 ± 1,3a 

Butanólica 26,5 ± 2,7 46,7 ± 2,3a 

Aquosa 115,9 ± 7,7b 78,1 ± 1,7 

p>0,05; a e b: médias não distintas estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

Calculou-se também a contribuição individual de cada uma das frações obtidas para o 

resultado final quanto a atividade inibitória sobre as oligopeptidases B e C, de acordo com Pereira 

et al. (2010), levando-se em consideração a atividade de cada uma das frações perante este grupo 

de enzimas, na determinação de seu IC50, e a sua porcentagem de participação na composição do 
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extrato bruto, o que nos permite avaliar a sinergia ou não das frações quanto a atividade inibitória 

sobre estas oligopeptidases, representantes do grupo das serino proteases (Tabelas 08 e 09). 

 
Tabela 08 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade inibitória sobre 
oligopeptidase B. 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 98,80 50,80 26,50 115,90    

RM x IC50 9,20 12,32 5,17 54,47 81,16 95,30 1,17 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50: concentração necessária para 
inibição de 50% da atividade enzimática em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50: valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50): razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e do somatório das contribuições individuais para a 
atividade inibitória, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 
 

Tabela 09 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade inibitória sobre 
oligopeptidase C. 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 51,70 51,60 46,70 78,10    

RM x IC50 4,78 12,51 9,11 36,71 63,11 64,10 1,02 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50: concentração necessária para 
inibição de 50% da atividade enzimática em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50: valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50): razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e do somatório das contribuições individuais para a 
atividade inibitória, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 
 

5.5.3 Cisteíno proteases isoladas (Catepsina-L, rCPB2.8, rCPB3.0, rH84Y e cruzaína) 

 

Após avaliação sobre as oligopeptidases B e C, que são serino proteases genéricas de 

vários microrganismos, também presentes em tripanosomatídeos, avaliou-se a atividade inibitória 

do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações perante a Catepsina-L, que é uma 

cisteíno protease necessária a sobrevivência de L. (L.) mexicana dentro de macrófagos in vitro 
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(DENISE et al., 2003), como mostrado na Figura 19, estando os valores de IC50 apresentados  na 

Tabela 10. Com base nos resultados obtidos para a Catepsina-L, considerando que as CP são 

necessárias para o parasitismo intracelular ser bem sucedido (ALVAREZ et al., 2012) e as CPB’s 

são enzimas do tipo Catepsina-L, a cisteíno protease rCPB2.8 (Figura 20), de L.(L.) mexicana, e 

suas isoformas rCPB3.0 (Figura 21) e rH84Y (Figura 22), foram também avaliadas quanto a sua 

inibição perante o extrato bruto e suas frações, estando os resultados de IC50 sumarizados na 

Tabela 11. 

 

 

Figura 19 - Curvas de inibição do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações, em diferentes 
concentrações perante a cisteíno protease Catepsina-L. 
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Tabela 10 - Valores de IC50 do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações em relação a 
inibição da cisteíno protease Catepsina-L. 
 

Extrato/Frações Valor de IC50 em μg/mL 

Bruto 5,8874 ± 0,4091 

Hexânica 3,2676 ± 0,4844* 

Acetato-etílica 2,5700 ± 0,0500* 

Butanólica 12,0239 ± 0,7269 

Aquosa 26,6487 ± 0,7557 

p>0,05; * : médias não distintas estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

 
Figura 20 - Curvas de inibição do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações, em diferentes 
concentrações perante a cisteíno protease rCPB2.8. 
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Figura 21 - Curvas de inibição do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações, em diferentes 
concentrações perante a cisteíno protease rCPB3.0. 
 

 

Figura 22 - Curvas de inibição do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações, em diferentes 
concentrações perante a cisteíno protease rH84Y. 
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Tabela 11 - Valores de IC50 do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações em relação a 
inibição da cisteíno protease rCPB2.8 e suas isoformas rCPB3.0 e rH84Y. 
 

Valores de IC50 em μg/mL Extrato / 

Fração rCPB2.8 rCPB3.0 rH84Y 

Bruto 5,6640 ± 0,2450a 0,1423 ± 0,0113a 0,0312 ± 0,0017a 

Hexânica 1,0398 ± 0,2624 0,0529 ± 0,0014b 0,4442 ± 0,0227 

Acetato Etílica 2,8598 ± 0,0912 0,0433 ± 0,0008b 0,0563 ± 0,0021a 

Butanólica 6,5233 ± 0,1909b 0,1405 ± 0,0082a 0,0242 ± 0,0018a 

Aquosa 6,1108 ± 0,2571a, b 0,0228 ± 0,0014 0,0283 ± 0,0051a 

p>0,05; a e b: médias não distintas estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

Após a determinação do valor de IC50 de inibição das cisteíno proteases Catepsina-L, 

rCPB2.8 e suas duas isoformas, rCPB3.0 e rH84Y, calculou-se também a contribuição individual 

de cada uma das frações obtidas para o resultado final quanto a atividade inibitória sobre estas, de 

acordo com Pereira et al. (2010), levando-se em consideração a atividade de cada uma das frações 

perante cada uma das enzimas, na determinação de seu IC50, e a sua porcentagem de participação 

na composição do extrato bruto, o que nos permite avaliar a sinergia ou não das frações quanto a 

atividade inibitória sobre estas cisteíno proteases (Tabelas 12, 13, 14 e 15). 

 
Tabela 12 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade inibitória sobre Catepsina-
L. 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 3,2676 2,5700 12,0239 26,6487    

RM x IC50 0,30225 0,62323 2,34466 12,52489 15,7950 5,8874 0,373 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50: concentração necessária para 
inibição de 50% da atividade enzimática em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50: valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50): razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e do somatório das contribuições individuais para a 
atividade inibitória, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 
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Tabela 13 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade inibitória sobre rCPB2.8. 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 1,04 2,86 6,52 6,11    

RM x IC50 0,09618 0,69350 1,27204 2,87207 4,93379 5,66 1,147 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50: concentração necessária para 
inibição de 50% da atividade enzimática em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50: valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50): razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e do somatório das contribuições individuais para a 
atividade inibitória, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 
 
 
Tabela 14 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade inibitória sobre rCPB3.0. 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 0,0529 0,0433 0,1405 0,0228    

RM x IC50 0,00489 0,01050 0,02739 0,01071 0,05349 0,1423 2,66031 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50: concentração necessária para 
inibição de 50% da atividade enzimática em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50: valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50): razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e do somatório das contribuições individuais para a 
atividade inibitória, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 

 

Tabela 15 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade inibitória sobre rH84Y. 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 0,4442 0,0563 0,0242 0,0283    

RM x IC50 4,10885 1,36527 0,47190 1,33010 7,27612 0,0312 0,00429 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50: concentração necessária para 
inibição de 50% da atividade enzimática em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50: valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50): razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e do somatório das contribuições individuais para a 
atividade inibitória, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 
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Avaliou-se ainda a ação inibitória do extrato bruto e frações perante a cruzaína (Figura 

23), uma cisteíno protease isolada de outro membro da família Tripanosomatidae, o T. cruzi, 

agente causal da doença e Chagas, uma doença endêmica em todos os países da América Latina, 

com uma população de infectados estimada em 11 a 18 milhões de pessoas (BARRETT et al., 

2003), estando os resultados de IC50 sumarizados na Tabela 16. 

  

 
Figura 23 - Curvas de inibição do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações, em diferentes 
concentrações perante a cisteíno protease cruzaína. 

 

Tabela 16 - Valores de IC50 do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações em relação a 
inibição da cisteíno protease cruzaína. 

Extrato / Fração Valores de IC50 em μg/mL 

Bruto 6,1802 ± 0,7842  

Hexânica 4,1260 ± 0,1096* 

Acetato Etílica 1,8483 ± 0,1580 

Butanólica 7,5886 ± 0,4894 

Aquosa 4,1224 ± 0,3872* 

p>0,05; * : médias não distintas estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Determinado o valor de IC50 de inibição da cruzaína, uma importante cisteíno protease, 

calculou-se também a contribuição individual de cada uma das frações obtidas para o resultado 

final quanto a atividade inibitória sobre esta, de acordo com Pereira et al. (2010), como mostrado 

na Tabela 17 . 

 
Tabela 17 - Contribuição individual de cada uma das frações para a atividade inibitória sobre cruzaína. 
 

FR Hx AcEt But Aq Σ (RM x IC50) Bruto IC 50 
Bruto IC 50 / Σ 

(RM x IC50) 

RM 9,25 24,25 19,5 47    

IC50 4,1260 1,8483 7,5886 4,1224    

RM x IC50 0,38165 0,44821 1,47977 1,93753 4,24716 6,1802 1,45514 

FR: fração; RM: massa relativa em relação ao extrato bruto, em porcentagem; IC50: concentração necessária para 
inibição de 50% da atividade enzimática em μg/mL; RM x IC50: produto da RM pelo valor de IC50; � (RM x IC50): 
somatório da razão entre a massa relativa e o valor de IC50; Bruto IC50: valor de IC50 do extrato bruto; Bruto 
IC50/Σ(RM x IC50): razão entre o valor de  IC50 do extrato bruto e do somatório das contribuições individuais para a 
atividade inibitória, valores < 1 indicam sinergismo entre as frações. 
 

5.6 Atividade antioxidante 

 

Na busca de uma correlação entre as atividades leishmanicida e antioxidante do extrato 

bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações, os mesmos foram também avaliados quanto ao 

seu potencial seqüestrante de radicais DPPH, nas concentrações de 25, 50, 100, 200 e 400 μg/mL. 

Os resultados estão expressos na Figura 24. Os resultados de capacidade seqüestrante de radicais 

DPPH do extrato bruto e suas frações foram comparados aos dados obtidos para os antioxidantes 

de referência, ácido ascórbico (AA) e quercetina, não apresentando o extrato bruto e tampouco 

suas frações atividade seqüestrante de radicais DPPH significativa. 
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Figura 24 - Avaliação do extrato bruto das folhas de A. brachypoda e suas frações, em diferentes 
concentrações, quanto ao potencial seqüestrante de radicais DPPH.  

 

6 DISCUSSÃO  

 

Não há vacina disponível contra leishmaniose e os tratamentos disponíveis atualmente 

estão longe do ideal (CROFT; OLLIARO, 2011). O surgimento de resistência aos medicamentos 

atualmente utilizadas, a eficácia variável, a toxicidade, a necessidade de administração parenteral 

e de longos períodos de tratamento representam os principais problemas das atuais substâncias 

leishmanicidas disponíveis no mercado farmacêutico mundial (FREITAS-JUNIOR et al., 2012), 

existindo uma necessidade urgente de desenvolvimento de novos medicamentos para o 

tratamento de doenças causadas por microrganismos, as quais afetam, principalmente, pessoas em 

países em desenvolvimento (SINGH et al., 2012). 

Os vegetais representam uma importante fonte de agentes terapêuticos na busca por novos 

e seletivos compostos para o tratamento de doenças tropicais causadas por microrganismos, 

cenário onde se destacam as doenças parasitárias causadas por protozoários, devido ao alto 

número de pessoas acometidas ou vivendo em áreas de risco (KEDZIERSKI, 2010). Muitos 

estudos vêm mostrando que os produtos naturais representam uma diversa fonte de compostos na 

descoberta de novas substâncias e no desenvolvimento de agentes a serem utilizados no 
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tratamento de doenças causadas por microrganismos (CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUES, 

2001). 

Recentemente, produtos naturais de diferentes origens biossintéticas e diferentes grupos 

químicos, têm sido isolados e têm mostrado atividade sobre diferentes espécies de 

microrganismos (TORRES-SANTOS et al., 1999; SINGH et al. 2008; PEREIRA et al., 2010; 

PEREIRA et al., 2011; ASSIS et al., 2012).  

 Neste estudo, após o preparo do extrato hidro-etanólico (70:30 v/v) de diferentes partes 

(caule, raízes e folhas) de A. brachypoda por percolação, em análise preliminar para avaliação da 

atividade antipromastigotas de L. (L.) amazonensis, o extrato hirdro-etanólico das folhas se 

mostrou mais efetivo do que os extratos do caule e raízes, com menores valores de IC50 

(4,85μg/mL) e IC90 (14,89μg/mL), sendo o valor de IC50 das folhas aproximadamente duas vezes 

menor do que o do caule (9,32μg/mL) e três vezes menor do que o das raízes (15,32μg/mL), e 

ainda, pouco maior do que o do medicamento de referência utilizada como padrão de 

comparação, anfotericina B (3,68μg/mL), como apresentado na Tabela 01. Estes resultados são 

bastante favoráveis, uma vez que as folhas representam partes renováveis da planta em estudo, 

sendo que a coleta das mesmas não leva, necessariamente, o vegetal a morte.  

Após esta etapa preliminar, com base nos resultados obtidos contra promastigotas de L. 

(L.) amazonensis (Tabela 01), decidiu-se por utilizar o extrato das folhas para prosseguimento 

neste estudo bioguiado, realizando-se partição deste extrato hidro-etanólico, em escala de 

polaridade crescente, por partição líquido-líquido (Figura 07), obtendo-se as frações hexânica 

(Hx), acetato-etílica (AcEt), butanólica (But) e aquosa (Aq), nesta seqüência. 

Após a partição e secagem em evaporador rotatório das frações obtidas (a fração Aquosa 

foi seca por liofilização), obteve-se as massas de cada fração, sendo que a fração Aquosa 

mostrou-se majoritária, representando 47% do extrato bruto (Br), seguida pela fração Acetato 

Etílica, que representa 24,25% do extrato bruto e pelas frações Butanólica e Hexânica, que 

representam 19,5% e 9,25% do extrato bruto, respectivamente. Assim, podemos concluir que as 

frações de maior polaridade representam 66,5% do extrato bruto, e as mais apolares (Hexânica e 

Acetato Etílica) 33,5%. 

Após análise por UFLC-EM foi possível conhecer melhor o extrato Bruto e frações quanto 

aos seus constituintes, detectando-se a presença de 15 compostos majoritários distribuídos entre 
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as várias frações (Figuras 08 a 13), os quais tiveram seus espectros de massas determinados 

(Figura 14). Como resultado da partição, após análise de UFLC, evidenciou-se que as frações 

mais polares (Aquosa e Butanólica) concentraram os compostos mais polares, 01 a 08 (Figuras 11 

e 12), e as frações mais apolares (Hexânica e Acetato Etílica) os compostos de 09 a 15 (Figuras 

09 e 10), estando o composto 09 presente apenas na fração Acetato Etílica. Com base nestes 

resultados, espera-se uma similaridade entre os resultados das frações mais polares e das mais 

apolares, guardadas as devidas diferenças resultantes das concentrações de cada um dos 

constituintes nas diferentes frações, sendo claramente, por uma análise das áreas dos picos da 

Figura 13, a fração Acetato Etílica mais rica nos compostos determinados do que a Hexânica, e a 

Butanólica mais rica do que a Aquosa, estando o composto 09 presente exclusivamente na fração 

Acetato Etílica. 

O extrato Bruto e suas frações foram então avaliadas perante promastigotas de L. (L.) 

amazonensis nas concentrações de 10 e 40 μg/mL, todos, em ambas as concentrações, 

apresentando efeito considerável sobre os promastigotas, com exceção da fração Aquosa (Tabela 

02), que não inibiu o crescimento dos protozoários nas concentrações testadas, ficando já 

evidente a influência da polaridade na atividade leishmanicida, quando comparamos os efeitos na 

concentração de 10 μg/mL, onde podemos perceber que as frações mais apolares tendem a ter 

uma melhor atividade biológica no modelo Leishmania in vitro, podendo isto se dever a maior 

facilidade em transpor as membranas do parasito. 

A determinação dos valores de IC50 do extrato Bruto e suas frações perante promastigotas 

de L. (L.) amazonensis (Tabela 03) mostra a eficiência de todos eles na inibição de crescimento, 

com exceção da Aquosa, possivelmente devido a sua alta polaridade, tendo em vista que a 

membrana destes microrganismos figura como uma barreira natural, o que dificultaria a 

permeação de seus constituintes ativos, sobretudo dos mais polares, e também à baixa 

concentração de constituintes (Figura 13) presentes nesta fração. Confirmando dados da literatura 

(PEREIRA et al., 2010), a fração Hexânica mostrou-se mais efetiva, com valor de IC50 inferior a 

Anfotericina B  (3,68 μg/mL), seguida pela Acetato Etílica e pelo extrato Bruto que são, a um 

nível de significância de 5%, estatisticamente equivalentes a Anfotericina B, e depois pelas 

frações Butanólica e Aquosa, que apresentam apenas os constituintes de 01 a 08. Assim, a fração 
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Hexânica mostrou-se mais efetiva do que a Anfotericina B (medicamento de referência) e a 

Acetato Etílica e o extrato Bruto tão eficientes quanto. 

Uma moderada correlação de resultados, similar a encontrada nos promastigotas, 

manteve-se em relação aos amastigotas (Tabela 03). Considerando-se aqui, neste modelo, que 

além da barreira representada pela membrana da Leishmania, temos também a membrana do 

macrófago, visto que as formas amastigotas aqui avaliadas encontram-se no interior dos vacúolos 

parasitóforos dos macrófagos expostos às substâncias avaliadas. Os resultados de IC50 obtidos nos 

mostram que a fração Acetato Etílica é a mais efetiva, com valor de IC50 estatisticamente 

equivalente a fração Hexânica, sendo estas as mais efetivas tanto perante promastigotas quanto 

amastigotas. Este resultado possivelmente se deve a concentração dos compostos mais apolares 

nestas frações. Na seqüência, o extrato Bruto mostrou-se o próximo mais efetivo, pois contém as 

substâncias apolares evidenciadas nas frações Hexânica e Acetato Etílica (Figura 13), entretanto 

mais diluídas, seguido pela fração Butanólica e pela Aquosa. 

Considerando o somatório das contribuições individuais de cada uma das frações para a 

atividade antiamastigota (Tabela 04), pode-se dizer que há um sinergismo entre os vários 

constituintes, quando comparamos este somatório ao IC50 do extrato Bruto, ou seja, todos juntos 

na concentração natural presente no extrato Bruto têm uma melhor atividade do que o somatório 

de suas atividades individuais. Este resultado se deve a baixa atividade biológica das frações mais 

polares (Butanólica e Aquosa) neste modelo e a alta proporcionalidade das frações Butanólica 

(19,5%) e Aquosa (47%) no extrato Bruto. Sendo, de qualquer forma, as frações Hexânica e 

Acetato Etílica, muito efetivas contra amastigotas de L. (L.) amazonensis, tendo a Anfotericina B 

como padrão de comparação.  

Quando avaliados quanto as suas toxicidades, o extrato Bruto e a fração Aquosa 

mostraram-se os menos tóxicos, com valores de CC50 superiores a 160μg/mL, o que no caso da 

fração Aquosa se justifica pela alta polaridade e baixa concentração de seus constituintes, e no 

extrato Bruto, pela grande diluição dos constituintes, fruto da grande proporcionalidade, neste, 

das frações Aquosa e Butanólica, sendo a fração Butanólica a próxima menos tóxica, seguida 

pelas frações Acetato Etílica e Hexânica, respectivamente. Considerando-se dados da literatura 

(PEREIRA et al., 2010), pode-se atribuir a maior toxicidade da fração hexânica a sua menor 
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polaridade, o que facilitaria aos seus constituintes transpor a barreira representada pela membrana 

celular. 

Entretanto, quando avaliados em relação aos seus IS’s, a fração Acetato Etílica mostrou-se 

a mais promissora, seguida pela Hexânica e Butanólica, e pelo extrato Bruto, o que faz delas 

importantes candidatos ao desenvolvimento de protótipos de novos fármacos, visto o alto IS 

apresentado por todas as amostras avaliadas, sendo o IS aceitável quando superior a 01, embora 

preconize-se que um bom resultado é obtido por um IS superior a 10 (PEREIRA et al., 2010), a 

fração Acetato Etílica apresentou IS = 10,75, isso aliado ao fato de apresentar satisfatório efeito 

em relação as formas promastigotas e amastigotas, faz dela e de seus principais constituintes (09 a 

15) as mais efetivas e promissoras substâncias, neste estudo, quanto a atividade leishmanicida in 

vitro. A fração Hexânica, embora tenha apresentado um IS inferior a 10 (4,22) também representa 

uma importante fração avaliada neste estudo, quanto a atividade leishmanicida in vitro, visto sua 

grande efetividade perante as formas promastigota e amastigota. Esta diferença de toxicidade 

entre as frações Hexânica e Acetato Etílica pode ser devido a maior concentração dos compostos 

mais apolares (13, 14 e 15) na fração Hexânica, em detrimento da fração Acetato Etílica, que 

apresenta maior proporcionalidade dos compostos 10, 11 e 12 e a exclusividade do composto 09, 

ao qual pode ser atribuída, em grande parte, a ação leishmanicida hora determinada. Estes dados 

justificam e estimulam a continuidade dos estudos com este extrato e suas frações na busca da 

proposição de um mecanismo de ação para os mesmos.  

Assim, estes foram avaliados quanto a inibição do pool de proteases (PEREIRA et al., 

2011) de promastigotas, em pH 8,0 (Figura 15), a fração Acetato Etílica e o extrato Bruto foram 

os mais efetivos, sendo seus resultados estatisticamente equivalentes (p>0,05), seguidos pelas 

frações Hexânica e Butanólica, que também mostraram-se estatisticamente equivalentes (p>0,05). 

Certamente a fração Acetato Etílica foi a mais efetiva pela presença em alta concentração dos 

constituintes de 09 a 15, sobretudo do constituinte 09 e do 10 a 12, em maior concentração nesta 

fração, mas também presentes no extrato bruto e na fração Hexânica. Considerando que o extrato 

bruto é composto em 33,5% pelas frações Hexânica e Acetato Etílica, os compostos de 09 a 12, 

mesmo diluídos no extrato bruto, apresentam-se em maior concentração do que na Hexânica, 

sendo que este último não contém o constituinte 09, podendo ser este o principal responsável pela 

atividade inibitória sobre o pool de enzimas de promastigotas em pH 8,0. Fato que se repete em 
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pH 5,0 (próximo ao pH do vacúolo fagocítico no macrófago), quando avalia-se a inibição de 

enzimas de amastigotas (Figura 16), onde a fração Acetato Etílica apresenta-se quase duas vezes 

mais efetiva do que as demais frações (Hexânica e Butanólica) e o extrato Bruto, sendo que estes 

três apresentam-se estatisticamente equivalentes quanto a atividade inibitória de proteases de 

amastigotas (p>0,05), assim, podemos concluir que o composto 09 tem grande atividade 

inibitória sobre o pool de enzimas extraídas de promastigotas e amastigotas, em pH 8,0 e 5,0, 

respectivamente (Tabela 05). 

Observando a Tabela 06, podemos concluir que o sinergismo presente no extrato bruto 

provavelmente é fruto do erro embutido pela não determinação exata do valor de IC50 da fração 

Aquosa. Assim, pode-se dizer que não há sinergismo quanto a ação inibitória sobre o pool de 

enzimas de amastigotas (também considerando que as atividades das frações Hexânica, 

Butanólica e do extrato Bruto são equivalentes), fato que nos sugere, novamente, que a ação é 

devida, majoritariamente, a presença do composto 09, vale ainda ressaltar que, por se tratar de um 

pool enzimático, mesmo sabendo que a maioria destas enzimas são da classe das cisteíno e 

serinoproteases (PEREIRA et al., 2011), temos aqui muitas outras enzimas com comportamentos 

desconhecidos, fato que nos instiga a realizar os mesmos testes em enzimas purificadas. 

As oligopeptidases são enzimas necessárias ao desenvolvimento e manutenção de doenças 

causadas por protozoários por estarem envolvidas na capacidade dos mesmos infectarem novas 

células e assim perpetuarem a infecção (MUNDAY et al., 2011).  

Quando avaliados quanto a inibição da oligopeptidase B (Figura 17), o extrato Bruto e 

suas frações apresentaram os resultados descritos na Tabela 08, sendo a fração Butanólica a mais 

efetiva, seguida pela Acetato-etílica e pelo extrato Bruto e fração Hexânica, que apresentaram 

resultados equivalentes a um nível de significância de 5%, sendo que a fração Aquosa 

apresentou-se também equivalente a Hexânica (p>0,05). Ao analisarmos estes dados, juntamente 

às informações fornecidas pela Tabela 08, podemos concluir que não há sinergismo entre as 

frações para a atividade inibitória de oligopeptidase B, e que cada uma contribui individualmente 

para a atividade inibitória, sendo o efeito devido a presença dos compostos mais polares, 

possivelmente de 01 a 08, da fração Butanólica e do composto 09 da fração Acetato-etílica. 

Podemos considerar, ainda, que a fração Butanólica representa cerca de 20% do extrato Bruto, o 

qual tem um valor de IC50 cerca de 04 vezes maior do que a fração Butanólica, podemos ainda 
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sugerir que os compostos 03 a 08, presentes em alta concentração na fração Butanólica, são as 

responsáveis pelo efeito inibitório sobre oligopeptidase B. 

Quanto a oligopeptidase C (Figura 18), as frações Butanólica, Acetato-etílica e Hexânica, 

apresentaram os melhores resultados de inibição, sendo estes três resultados estatisticamente 

equivalentes entre si, considerando um nível de significância de 5% (p>0,05), seguidos pelo 

extrato Bruto e pela fração Aquosa (Tabela 07), sendo as diferenças de IC50 resultado das 

concentrações de moléculas, proporcional às áreas dos picos presentes, quando comparamos o 

extrato Bruto com as frações Hexânica, Acetato-etílica e Butanólica, sendo o IC50 do extrato 

bruto maior devido a diluição causada pela presença da fração Aquosa em sua constituição, o que 

pode ser comprovado pelo resultados das contribuições individuais apresentado na Tabela 09, que 

evidencia a ausência de sinergismo, mostrando que as atividades individuais de cada um 

somadas, equivalem a atividade do extrato bruto.  

Assim, as oligopeptidases B e C, que representam aqui o grupo das serino proteases, 

apresentam um comportamento semelhante quando expostas às substâncias avaliadas neste 

estudo, sendo os constituintes mais polares (fração Butanólica) mais efetivos quanto a inibição da 

oligopeptidase B, e com efetividade equivalente aos mais apolares (frações Hexânica e Acetato-

etílica), diferentemente das cisteíno proteases avaliadas, Catepsina-L, rCPB2.8 de L. (L.) 

mexicana e suas isoformas, rCPB3.0 e rH84Y, que não apresentaram um padrão de inibição entre 

si (Tabelas 10 e 11). 

A Catepsina-L, que mostrou-se necessária a sobrevivência de L. (L.) mexicana dentro de 

macrófagos in vitro (DENISE et al., 2003), é uma representante do grupo das CP, que são 

necessárias para o parasitismo intracelular ser bem sucedido (ALVAREZ et al., 2012). As CPB’s 

que encontram-se notoriamente presentes em Leishmania,  são enzimas do tipo Catepsina-L, a 

qual foi inibida (Figura 19)  com menor valor de IC50 pela fração Acetato-etílica, seguida pela 

fração Hexânica e pelo extrato Bruto (Tabela 10), o que nos sugere maior efetividade inibitória 

pelos constituintes de 09 a 15, em especial ao constituinte 09, ausente na fração Hexânica, mas 

presente de forma diluída no extrato Bruto. 

A enzima rCPB2.8 foi melhor inibida (Figura 20), com menor valor de IC50, pela fração 

Hexânica, seguida pela Acetato-etílica e pelo extrato bruto, sendo os valores de IC50  do extrato 

Bruto e da fração Aquosa, assim como da fração Aquosa e Butanólica, equivalentes a um nível de 
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significância de 5% (p>0,05) (Tabela 11). Assim evidencia-se o efeito dos constituintes mais 

apolares, especialmente os compostos 13, 14 e 15, que encontram-se mais concentrados na fração 

Hexânica, corroborando os resultados obtidos junto as formas promastigota e amastigota, in vitro, 

considerando que estes constituintes apresentam maior facilidade em transpor a membrana 

celular, podem ser os responsáveis pela inibição do crescimento do parasito in vitro tendo como 

mecanismo de ação a inibição enzimática. No pool de proteases, coexistem muitas outras 

enzimas, o que explica os altos valores de IC50 quando comparados às demais frações. Já no 

parasito, este processo inibitório pode ser limitante de sua sobrevivência. 

Analisando a Tabela 13, percebemos a ausência de sinergismo, evidenciando-se as 

contribuições individuais e diluição dos compostos ativos quando avaliados como extrato bruto. 

Nos testes com a cisteíno protease rCPB3.0 (Figura 21), o menor valor de IC50 foi obtido 

para a fração Aquosa (Tabela 11), o que pode ser explicado pela possível presença de algum 

constituinte minoritário, de alta polaridade, não identificado na análise de UFLC-EM, presente 

apenas nesta fração, que apresente-se altamente seletivo pela enzima, mas diluído no extrato 

Bruto. Ainda, analisando a Tabela 14, percebemos que, isoladamente, o somatório das atividades 

das frações apresentam maior atividade do que o extrato Bruto, o que caracteriza uma ausência de 

sinergismo entre as mesmas, e justifica o fracionamento para sua utilização, sobretudo neste caso, 

onde a fração Aquosa é a mais eficiente, coincidindo com os usos populares. 

Referente a inibição da isoforma rH84Y (Figura 22), possivelmente a atividade inibitória 

se deve a presença dos constituintes mais polares (compostos 01 a 08), independendo de suas 

concentrações, estando presentes nas frações Butanólica, Aquosa e no extrato Bruto, os quais 

mostram-se estatisticamente equivalentes a um nível de significância de 5%. Corroborando em 

parte os resultados obtidos para rCPB3.0 e contrário aos obtidos para rCPB2.8, onde os 

constituinte apolares foram mais eficazes, demonstrando um menor valor de IC50 (Tabela 11). 

Considerando o impacto social e epidemiológico da Doença de Chagas, e a similaridade 

entre seu agente causal, o T. cruzi, e a Leishmania, avaliou-se também a atividade inibitória do 

extrato bruto e frações perante uma cisteíno protease típica do T. cruzi, a cruzaína (Figura 23). 

Detectando-se um menor valor de IC50 de inibição para a fração Acetato Etílica, seguida pela 

fração Hexânica e Aquosa (estas duas apresentando p>0,05 entre si), entretanto, a fração Acetato 

Etílica apresenta-se duas vezes mais ativa do que as frações Hexânica e Aquosa, o que nos sugere 
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uma atividade dependente dos compostos apolares da amostra, mas sobretudo do composto 09, 

presente apenas nesta fração (Tabela 16). 

Finalmente, avaliou-se o extrato bruto e suas frações quanto a capacidade seqüestrante de 

radicas DPPH (Figura 24), no intuito de detectar-se a presença ou ausência de atividade 

antioxidante, tendo como padrões para comparação os antioxidantes ácido ascórbico e quercetina. 

A detecção da ausência de atividade antioxidante significativa é um fator positivo neste estudo, 

pois como visa-se a obtenção de frações com atividade leishmanicida, e considerando que os 

macrófagos atacam os amastigotas de Leishmania pela produção de substâncias pró-oxidantes, a 

atividade antioxidante do extrato bruto ou das frações causaria um antagonismo na resposta do 

organismo a infecção (LINARES et al., 2008). 

 Na ausência de um tratamento atual seguro e eficiente para a leishmaniose e para muitas 

outras doenças causadas por microrganismos, como a doença de Chagas, os resultados do 

presente estudo indicam a A. brachypoda como candidata a possível desenvolvimento de um 

novo sistema de tratamento destas doenças a partir de uma fonte natural. 

  

7 CONCLUSÕES 

 

Concluindo, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o extrato bruto e suas frações, 

Hexânica, Acetato Etílica e Butanólica obtidos das folhas de A. brachypoda possuem uma 

promissora atividade leishmanicida perante formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) 

amazonensis, sobretudo as frações mais apolares, Hexânica e Acetato Etílica, apresentando baixa 

toxicidade para o modelo utilizado e um alto IS, estando presentes nas mesmas os compostos de 

10 a 15 e na fração Acetato Etílica o composto 09. O fato de serem mais apolares em relação aos 

demais constituintes do extrato Bruto e demais frações estudadas, lhes proporcionam maior 

possibilidade de atravessarem a membrana citoplasmática e atuar no interior do parasito, o que foi 

corroborado pela melhor atividade destas frações sobre o pool enzimático de promastigotas e 

amastigotas, assim como o efeito sobre serino e cisteíno proteases isoladas (oligopeptidases B e 

C, rCPB2.8 e rCPB3.0). Esta ação também foi observada quanto a inibição da Catepsina-L e da 

Cruzaína, perante as quais a fração Acetato Etílica foi o mais eficaz. Assim, pode-se concluir que 

a atividade leishmanicida destas frações, e conseqüentemente de seus compostos constituintes, 
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pode ter como mecanismo de ação a inibição de enzimas, cruciais para a sobrevivência do 

parasito e desenvolvimento de sua patogenia. 

A fração Butanólica apresentou-se menos efetiva sobre promastigotas e amastigotas, 

sendo também a de menor toxicidade determinada, o que acredita-se ser fruto de sua maior 

polaridade, com a presença dos constituintes 01 a 08, também mais polares, tendo estes maior 

dificuldade em atravessar a membrana celular para exercer atividade biológica, o que faz dele 

menos efetivo perante o parasito e também menos tóxico. Uma vez que a membrana celular deixe 

de figurar como uma barreira, estes constituintes passam a ter acesso ao conteúdo intracelular do 

parasito, podendo agora exercer sua atividade inibitória, o que pode ser detectado pelo efeito da 

fração Butanólica na inibição das oligopeptidases B e C, assim como da rH84Y. 

Assim, os resultados sugerem que a atividade leishmanicida apresentada pode estar 

associada a inibição de proteases das leishmanias, que são aparatos químicos essenciais a 

sobrevivência do parasito. O fato do extrato bruto e frações não apresentarem efeito antioxidante, 

o que impede uma interferência negativa sobre a atividade biológica natural do macrófago sobre 

as formas amastigotas intracelulares, não antagonizando o efeito do organismo sobre o parasito, 

confere às substâncias estudadas pré-requisitos para serem vistas como potenciais compostos para 

obtenção de novos candidatos a modelos químicos (semi-sintéticos ou sintéticos) no 

desenvolvimento de novos fármacos eficazes e menos tóxicos para o tratamento de doenças 

parasitárias como a Leishmaniose e a doença de Chagas, considerado o importante efeito 

detectado sobre a cruzaína neste estudo e as muitas similaridades entre o T. cruzi e a Leishmania, 

sendo ainda necessária uma detalhada avaliação quanto aos mecanismos de ação dos seus 

principais compostos presentes nas amostras estudadas, assim como uma avaliação de sua 

toxicidade in vivo. 
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