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RESUMO 

 

O presente trabalho consistiu no estudo das folhas da espécie vegetal Calophyllum brasiliense 

Cambess (Clusiaceae), conhecida como guanandi e utilizada popularmente para o tratamento 

de reumatismo, varicoses, hemorróidas e úlceras crônicas, e sua atividade biológica sobre 

Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis. O estudo fitoquímico incluiu o processo 

de extração e fracionamento biomonitorado por métodos cromatográficos até isolamento das 

substâncias F1.12 e F7.53. Estas substâncias foram identificadas através de análises espectrais 

de massas, RMN 1H, 13C, DEPT, COSY, HMQC e por comparação com os dados da literatura 

como sendo uma cumarina denominada (-) mammea A/BB e um biflavonóide denominado 

amentoflavona. Também foi realizada a caracterização do extrato bruto residual das folhas por 

CLAE-EM. Os experimentos da atividade biológica avaliaram o efeito dos extratos brutos, 

frações e das substâncias purificadas no crescimento das formas promastigotas de L. 

braziliensis e das formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Assim verificou-se 

um aumento gradativo do efeito antileishmania com o processo de purificação, onde a 

concentração de 60 µg/mL do extrato bruto apresentou uma inibição de aproximadamente 

50% no crescimento das formas promastigotas de L. braziliensis enquanto a substância (-) 

mammea A/BB inibiu 50% do crescimento com 23,2 µg/mL. Frente às formas promastigotas 

de L. amazonensis o extrato bruto inibiu 50% do crescimento com 40 µg/mL e a substância (-) 

mammea A/BB inibiu 50% do crescimento com 3,0 µg/mL e frente as formas amastigotas o 

extrato bruto apresentou inibição de 50% do crescimento com 3,69 µg/mL e a  substância (-) 

mammea A/BB inibiu 50% do crescimento com 0,88 µg/mL. Estudos de citotoxicidade foram 

realizados e a concentração tóxica da substância (-) mammea A/BB frente à cultura de 

macrófagos J774G8 foi bem maior do que aquela apresentada para os protozoários, 

apresentando índice de seletividade de 8,6 para as formas promastigotas e 29,3 para as formas 
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amastigotas, mostrando que esta substância apresenta importante atividade antileishmania e é 

pouco tóxica para os macrófagos. A análise da ultraestrutura das formas promastigotas de L. 

amazonensis tratadas com 3,0 µg/mL da substância (-) mammea A/BB por microscopia 

eletrônica de transmissão apresentou significantes alterações ultraestruturais como o 

aparecimento de células binucleadas, múltipla vacuolização citoplasmática, intensa atividade 

exocítica na região da bolsa flagelar e aumento no volume da mitocôndria com a presença de 

membranas concêntricas na matriz mitocondrial. 

 

 

Palavras chaves: Calophyllum brasiliense, Clusiaceae, cumarina, Leishmania braziliensis, 

Leishmania amazonensis, citotoxicidade, ultraestrutura. 
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ABSTRACT 

 

 The present work consisted in the study from the leaves of herbal specie 

Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae), known as guanandi and popularly used for 

treatment of reumatism, varicosity, hemorrhoids and chronic ulceration, and its biological 

activity on Leishmania braziliensis and Leishmania amazonensis. The phytochemical study 

included the extraction process and bioassay-guided fractionation through chromatographic 

method until isolation of the compounds F1.12 and F7.53. This compound were identified 

through spectral analyses of mass, RMN 1H, 13C, DEPT, COSY, HMQC and by comparison 

with literature data as being a coumarin denominated (-) mammea A/BB and a biflavonoid 

denominated amentoflavone. Also, the residue crude extract of the leaves was characterized 

by HPLC-MS. The experiments of biological activity evaluted the effect of the crude extracts, 

fractions and of the purified compound in the growth of promastigote forms from L. 

braziliensis and of promastigote and amastigote forms from L. amazonensis. Therefore, a 

progressive increase of the anti-leishmanial effect was verified in the course of the 

purification process, where the concentration of 60 µg/mL of the crude extract showed an 

inhibition of approximately 50% in the growth of promastigote forms of L. braziliensis while 

the isolated compound (-) mammea A/BB inhibited 50% of the growth with 23,2 µg/mL. 

Against the promastigote forms of L. amazonensis the crude extract inhibited 50% of the 

growth with 40 µg/mL and the compound (-) mammmea A/BB inhibited 50% of the growth 

with 3,0 µg/mL and the amastigote forms the crude extract showed inhibition of 50% of the 

growth with 3,69 µg/mL and the compound (-) mammea A/BB inhibited 50% of th growth 

with 0,88 µg/mL. Citotoxicity studies were carried out and toxic concentration of the 

compound (-) mammea A/BB against J774G8 culture macrophages was much larger than 

those presented for the protozoa, it showing seletivity index of 8,6 to the ptromastigote forms 
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and 29,3 to fhe amastigote forms, it showing that the compound shows important anti-

leishmania activity and it is a little toxic to macrophages. The ultrastructural analysis of the 

promastigotes forms of L. amazonensis treated with 3,0 µg/mL of the compound (-) mammea 

A/BB through  transmission electron microscopy showed significant ultrastructural changes 

like the binucleate cells, multiple cytoplasmic vacuolization, intense exocytic activity in the 

region of the flagellar pocket and swelling of the mitochondria with the concentric 

membranes in mitochondrial matrix.  

 

 

 

Keywords: Calophyllum brasiliense, Clusiaceae, coumarin, L. braziliensis, L. amazonensis, 

cytotoxicity, ultrastructure. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 IMPORTÂNCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS 

 

A utilização de produtos naturais na terapêutica é tão antigo quanto a civilização 

humana. Até meados do século XIX, os recursos terapêuticos eram constituídos por plantas e 

extratos vegetais, como demonstrado pelas farmacopéias da época, ou seja, naquela época as 

plantas medicinais e seus extrativos constituíam a maioria dos medicamentos. (SCHENKEL 

et al., 2003). 

Após séculos de uso empírico de preparações a base de ervas, a partir do século XIX, 

houve o interesse pelo isolamento dos princípios ativos, iniciando uma nova era da pesquisa 

moderna envolvendo plantas medicinais (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). É 

importante ressaltar que, em muitas situações, a descoberta da atividade biológica destas 

substâncias não representou somente o surgimento de um novo grupo de substâncias, mas deu 

origem a uma nova possibilidade de terapêutica (SCHENKEL et al., 2003). 

 Ao longo dos anos, o homem busca a cura de algumas doenças, como AIDS, câncer, 

doenças tropicais e infecções por microorganismos. Nestas buscas o homem tem encontrado 

nos produtos naturais uma fonte promissora de substâncias úteis, que são muito importantes 

na terapêutica, pois existem compostos isolados de plantas com ações farmacológicas diversas 

e que funcionam como protótipos ou modelos para o desenvolvimento de medicamentos, por 

exemplo, a atropina (anticolinérgico) isolado da Atropa belladona, digoxina (glicosídeo 

cardíaco) da Digitalis purpúrea, morfina (analgésico narcótico) da Papaver sominiferum, 

pilocarpina (anti-glaucomatoso) do Pilocarpus jaborandi, reserpina (anti-hipertensivo) da 

Ruvolfia spp. e a tubocurarina (bloqueador neuromuscular) da Chondrodendron tomentosum 

(SCHENKEL et al., 2003). No entanto, um significante número de drogas sintéticas é obtido 
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de precursores naturais (RATES, 2001).  A terapêutica moderna composta de grande número 

de medicamentos com ações específicas sobre receptores, enzimas e canais iônicos, não seria 

tão desenvolvida se não fosse a pesquisa de produtos naturais (CALIXTO, 2001).    

Quando se procura obter substâncias ativas de plantas, um dos principais aspectos a 

serem observados consiste nas informações da medicina popular, pois a probabilidade de se 

encontrar atividade biológica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular é maior 

em relação às plantas escolhidas ao acaso (ELISABETSKY, 2003; RATES, 2001).  

O potencial farmacoterapêutico das plantas medicinais ainda é pouco explorado, pois, 

existe uma biodiversidade enorme de espécies vegetais. Dentre 250-500 mil espécies 

estimadas apenas uma pequena porcentagem tem sido pesquisada fitoquimicamente e em 

ensaios biológicos e farmacológicos (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991; RATES, 

2001).  Assim torna-se necessário o desenvolvimento da pesquisa científica a fim de elucidar, 

comprovar e racionalizar o uso de plantas medicinais e seus derivados (ALBIERO, 1994). 

A importância da fitoquímica é evidenciada ao considerar-se a grande riqueza vegetal 

ainda sem estudo e as possibilidades para o desenvolvimento de novos e potentes 

medicamentos. Já que as plantas medicinais são uma das maiores fontes para a descoberta de 

novas substâncias químicas, com potencial atividade terapêutica e farmacológica.   

Tem se buscado nos produtos naturais a cura para as infecções tropicais e para as 

doenças crônicas, já que as medicações atuais provocam sérios efeitos adversos e uma 

avaliação científica dos produtos naturais pode levar ao descobrimento de drogas mais 

seguras, de menor custo e menos tóxicas do que os medicamentos existentes (EDITORIAL, 

1994).  

Algumas vezes a investigação biológica é realizada somente com o extrato bruto da 

droga vegetal, sem uma preocupação adicional em pesquisar a atividade de diferentes extratos 

da mesma droga vegetal ou mesmo isolar os princípios ativos. No entanto, a cada dia, um 
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número maior de pesquisadores brasileiros está mostrando interesse em pesquisar as plantas 

medicinais mais profundamente. Além disso, em alguns estados brasileiros, alguns projetos 

governamentais estão introduzindo o uso de fitoterápicos nos serviços de saúde pública 

mostrando o valor da medicina popular (BRITO; BRITO, 1993). A Organização Mundial de 

Saúde (OMS) tem recomendado constantemente a adoção de plantas medicinais nos 

programas de atenção primária de saúde, como forma de diminuir os custos dos programas de 

saúde pública nos países subdesenvolvidos e naqueles em desenvolvimento (MATOS, 1997).  

 Os fitoterápicos são bem aceitos pela população e o custo para o desenvolvimento 

destes são menores se comparado aos medicamentos sintéticos (CALIXTO, 2001). Quando 

prescritos adequadamente, a segurança dos fitoterápicos é alta. Portanto é aceitável que os 

medicamentos à base de plantas medicinais de uso popular apresentam ampla margem de 

segurança (ELVIN-LEWIS, 2001). Embora a população acredite que os fitoterápicos por 

serem produtos de origem natural, sejam seguros e não possuam efeitos colaterias, estudos 

clínicos têm mostrado o contrário. Atualmente, sabe-se que muitas plantas contêm 

constituintes extremamente tóxicos, por exemplo digitálicos, alcalóides pirrozilidínicos e  

ésteres de forbol (CALIXTO, 2001). Algumas reações adversas devido ao uso de plantas 

medicinais tem sido reportadas, como: reações de hipersensibilidade, anemia, diarréia crônica, 

nefropatias, colite e hepatite aguda (ERNST, 1998).  Portanto o uso popular, e mesmo o 

tradicional, não são suficientes para validar eticamente as plantas medicinais como 

medicamentos eficazes e seguros (LAPA et al., 2001). 

 Desta forma, assim como os produtos farmacêuticos as plantas medicinais possuem 

dose farmacológica e dose tóxica. No entanto, existem poucos relatos de efeitos adversos de 

plantas e interações farmacológicas entre plantas e produtos farmacêuticos (FUGH-

BERMAN, 2000). 
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Muitos estudos tem mostrado que os produtos naturais representam uma fonte de 

moléculas para a descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos (SHU, 1998). Muitos 

produtos de origem natural tem sido utilizados na síntese de moléculas complexas de interesse 

farmacológico e principalmente como fonte de protótipos para o desenvolvimento de novos 

fármacos biologicamente ativos (EDITORIAL, 1994; ROBBERS et al., 1997).  

Dados da literatura indicam que em relação ao mercado mundial, cerca de 80% das 

pessoas utilizam plantas para tratamento de suas enfermidades, sendo que a maioria da 

população de baixa renda recorre às plantas medicinais como única fonte terapêutica. 

(CHECHINEL FILHO et al., 1998; CALIXTO, 2001). No Brasil, 20% da população é 

responsável por 63% do consumo dos medicamentos disponíveis, o restante encontra nos 

produtos de origem natural a única fonte de recursos terapêuticos (REIS; MARIOT, 2001). 

Este contexto nos mostra que são imprescindíveis estudos mais abrangentes sobre estes 

recursos naturais, proporcionando desta forma o uso racional e terapeuticamente correto das 

plantas medicinais da flora brasileira e mundial. 

A escolha da espécie vegetal para o desenvolvimento de estudos químicos e 

farmacológicos é uma das mais importantes tarefas. Plantas de uso tradicional, já 

comercializadas, devem ser priorizadas em detrimento a espécies pouco conhecidas, para que 

se possa dar suporte a sua utilização. Ainda, a regulamentação do comércio com a exigência 

do registro de medicamentos de origem vegetal junto aos órgãos governamentais de vigilância 

sanitária, conduziu a uma série de exigências relacionadas com a comprovação da eficácia, 

segurança e especificação da qualidade, que envolvem aspectos da matéria-prima, do 

processamento tecnológico e do produto final (BRASIL, 2004). 

 

 

 



 25 

1.2 LEISHMANIOSES 

 

A leishmaniose é uma doença tropical causada pelo protozoário do gênero 

Leishmania, que acomete mais de 12 milhões de pessoas no mundo. Alguns indivíduos 

apresentam lesões incapacitantes, desfigurantes e algumas vezes até fatais, como nas 

leishmanioses viscerais. Com isso, a O.M.S. incluiu esta doença entre as seis mais 

importantes endemias do mundo (GENARO, 1998a; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2001a).  

Segundo a World Health Organization (2001b) atualmente, as leishmanioses são 

prevalentes nos continentes americano, africano, asiático e europeu, sendo que 88 países são 

considerados zonas endêmicas e destes, 72 são países em desenvolvimento. É importante 

ressaltar que 90% dos casos de leishmaniose visceral acontecem em Bangladesh, Brasil, Índia, 

Nepal e Sudão; 90% das leishmanioses cutaneomucosas acontecem na Bolívia, Brasil e Peru e 

90% dos casos de leishmanioses cutâneas acontecem no Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, Arábia 

Saudita e Síria. 

A prevalência mundial das diferentes leishmanioses é desconhecida. Pois, a 

notificação é obrigatória somente em 32 dos 88 países afetados pelas leishmanioses, um 

número significativo de casos não é registrado. Na realidade, dos 1,5-2 milhões de novos 

casos estimados anualmente, são oficialmente notificados somente 600.000 (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2001a). 

No Brasil, a leishmaniose é encontrada em todos os estados, sendo responsável por 

altas taxas de mortalidade, constituindo um grave problema de saúde pública (GENARO, 

1998a). A leishmaniose tegumentar é uma doença endêmica em vários estados do Brasil 

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

2001. Por este motivo esta doença constitui um problema de saúde pública em diversos 
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Estados do Brasil. As regiões norte e nordeste apresentam o maior número de casos 73,6%. 

Neste período o Estado do Paraná confirmou 10.345 casos da doença, cerca de 2,1% da 

incidência brasileira (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2001). No Paraná dentre os 

1418 pacientes suspeitos de leishmaniose tegumentar; 67,3% tiveram diagnóstico laboratorial 

positivo; entre os quais 84,2% contraíram a infecção no Estado do Paraná. Neste estado esta 

doença é endêmica e já atingiu proporções epidêmicas em 1993, 1994 e 1995 (SILVEIRA et 

al., 1999). 

 

1.2.1 Ciclo de vida do parasita 

 

O gênero Leishmania (Ross, 1903) é constituído por espécies de protozoários 

unicelulares, heteroxênicos, pertencentes à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae. 

As formas promastigotas (flageladas) são encontradas no trato digestivo do mosquito e a 

forma amastigota, sem flagelo livre, no sistema monocítico fagocitário dos hospedeiros 

vertebrados (MICHALICK, 1998; GENARO, 1998a). 

As formas de leishmanioses são transmitidas por hospedeiros invertebrados infectados 

pelas formas promastigotas (flageladas) que parecem ser transmitidas somente pelas fêmeas 

dos insetos hematófagos conhecidos como flebotomíneos (mosquito palha ou birigui). Esta 

parasitose pode ser transmitida por insetos dos gêneros Lutzomyia, Phlebotomus e 

Psychodopygus de acordo com a espécie do protozoário e distribuição geográfica da doença 

(GREVENLINK; LERNER, 1996; GENARO, 1998a).  

Os hospedeiros vertebrados podem ser mamíferos variados, estes são infectados 

quando as formas promastigotas infectantes são inoculadas pelas fêmeas dos insetos vetores, 

durante o repasto sangüíneo. As fêmeas adultas dos insetos vetores necessitam de sangue para 

estimular a ovoposição. Assim, durante o repasto sangüíneo, a saliva do inseto infectado é 
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inoculada juntamente com as formas promastigotas e parece exercer papel importante, 

auxiliando na lise do tecido e aumentando o fluxo de células sangüíneas para o local da 

picada, pois a saliva apresenta substâncias vasodilatadoras. As formas promastigotas são 

fagocitadas pelos macrófagos teciduais e se transformam nas formas não flageladas, 

amastigotas. No fagolisossomo dos macrófagos as formas amastigotas do protozoário resistem 

a ação destruidora das enzimas lisossomais, multiplicam-se por divisão binária até ocupar 

todo o citoplasma da célula. Assim, a membrana do macrófago rompe-se, liberando as formas 

amastigotas no tecido e estas serão novamente fagocitadas por outros macrófagos. A infecção 

do hospedeiro invertebrado (inseto vetor) ocorre no momento do repasto sangüíneo em 

indivíduo ou animal infectado, quando o inseto adquire as formas amastigotas presentes no 

sangue e/ou linfa intersticial. As formas amastigotas transformam-se em promastigotas no 

intestino do inseto, completando o ciclo biológico (MICHALICK, 1998; GREVELINK; 

LERNER, 1996; GENARO, 1998a). 

 

1.2.2 Classificação taxonômica  

 

Em 1972 e 1973, Laison e Shaw baseados no desenvolvimento do parasita nos insetos 

vetores, em animais de laboratório (hamster), em meio de cultura (NNN) e na comparação 

entre a densidade flutuante do DNA cinetoplasmático e nuclear das espécies, propuseram o 

agrupamento dos parasitas causadores da leishmaniose tegumentar americana em dois grandes 

grupos denominados “complexos” mexicana e braziliensis (MICHALICK, 1998). 

As espécies do complexo braziliensis apresentavam o desenvolvimento e a 

colonização do parasita nos intestinos médio e posterior dos insetos vetores, enquanto as 

espécies do complexo mexicana apresentavam ausência do desenvolvimento parasitário no 

intestino posterior do inseto vetor (MICHALICK, 1998). 
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A inoculação de parasitas do complexo mexicana na pele do hamster promove o 

desenvolvimento rápido de uma lesão nodulosa, ocorrendo riqueza de parasitas contrastando 

com ausência quase total de resposta celular. A evolução da lesão é progressiva podendo 

culminar na morte do animal. As metástases na pele são freqüentes. Já os parasitas do 

complexo braziliensis, embora possam determinar a infecção do animal em poucas semanas, 

apresentam uma evolução lenta, caracterizada pela resposta celular marcante e relativamente 

menor número de parasitas na lesão (MICHALICK, 1998). 

Em meio de cultura NNN, os parasitas do complexo mexicana, aparentemente menos 

exigentes, crescem rapidamente e de forma exuberante sendo facilmente mantidos neste meio, 

enquanto que os do complexo braziliensis, além do crescimento pobre ou moderado, 

dificilmente se mantêm em cultivo. A densidade de flutuação do DNA nuclear e mitocondrial 

também permitem a divisão dos parasitas nos dois grupos (MICHALICK, 1998). 

O complexo Leishmania mexicana compreende as espécies L. mexicana mexicana, L. 

mexicana pifanoi, L. mexicana amazonensis e L. mexicana enriettii. Já o complexo 

Leishmania braziliensis agrupa as espécies L. braziliensis braziliensis, L. braziliensis 

guyanensis e L. braziliensis panamensis (MICHALICK, 1998).  

 O gênero Leishmania está separado em dois subgêneros: Leishmania e Viannia. O 

subgênero Leishmania compreende parasitas do complexo L. donovani, L. mexicana e L. 

hertigi, que possuem o desenvolvimento nos insetos vetores limitados as regiões anterior e 

posterior do estômago, enquanto que o subgênero Viannia engloba parasitas do complexo 

braziliensis, que apresentam as formas paramastigotas aderidas às paredes do intestino pelo 

flagelo e as formas promastigotas livres e que migram do intestino para as regiões anterior e 

posterior do estômago (MICHALICK, 1998). 
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1.2.3 A doença leishmaniose 

 

A doença pode manifestar-se de várias maneiras dependendo da espécie do parasita e 

da virulência da espécie que está causando a infecção, assim como do sistema imunológico do 

hospedeiro. Destas interações resulta um amplo espectro de manifestações patológicas que 

vão desde lesões de pele localizadas, até lesões em vários órgãos, com sério 

comprometimento do sistema mononuclear fagocitário. (GREVELINK; LERNER, 1996; 

GENARO, 1998a). Cada espécie de Leishmania pode produzir mais de uma forma clínica e 

cada forma pode ser causada por múltiplas espécies (GENARO, 1998a). 

A doença humana é dividida tradicionalmente em duas formas clínicas principais: a 

forma visceral e a tegumentar.  A forma tegumentar apresenta variantes sendo subdividida em 

leishmaniose cutânea localizada, cutânea difusa e cutaneomucosa. (GREVELINK; LERNER, 

1996; GENARO, 1998a). 

A leishmaniose cutânea localizada acomete principalmente o rosto, nariz, braços e 

pernas, pois estes são locais mais propícios à picada do inseto. Esta é causada por parasitas 

dos complexos L. mexicana e L. braziliensis. Primeiramente, no local da picada forma-se uma 

pápula que evolui para a formação de uma placa ou nódulo. As lesões são ulcerosas e 

indolores podendo ser rasas ou profundas e caracteristicamente apresentam bordos elevados, 

podendo progredir espontaneamente para a cura após 6 a 12 meses (GREVELINK; LERNER, 

1996; GENARO, 1998a) 

 A leishmaniose cutânea difusa é caracterizada pela anergia do sistema imunológico do 

hospedeiro e pode ser causada pelas espécies L. amazonensis, L. mexicana, L. pifanoi e L. 

aethiopica. Esta doença inicia com uma lesão primária no local da picada e se dissemina pelo 

corpo por via hematogênica ou linfática, levando ao aparecimento de nódulos não ulcerativos 
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espalhados por todo o corpo. As lesões são ricas em parasitas e estes não invadem órgãos 

internos (GREVELINK; LERNER, 1996; GENARO, 1998a). 

 A leishmaniose cutaneomucosa é comumente causada pela espécie L. braziliensis. O 

hospedeiro pode apresentar lesões cutaneomucosas dentro de 2 a 10 anos após o aparecimento 

da lesão cutânea primária. As lesões ocorrem devido à disseminação por via hematogênica ou 

linfática ou por extensão de lesões primárias afetando as regiões nasofaríngeas. Trata-se de 

um processo lento, de curso crônico. Pode ocorrer mutilação do septo nasal, palato, faringe, 

gengivas e lábios enquanto que as estruturas ósseas permanecem intactas. A invasão do trato 

respiratório pode resultar em comprometimento da respiração e da deglutição podendo levar o 

paciente a óbito (GREVELINK; LERNER, 1996; GENARO, 1998a). 

A leishmaniose visceral clássica ou calazar é uma doença sistêmica causada pela 

disseminação do protozoário por todo sistema fagocítico mononuclear e é caracterizada por 

febre, mal-estar, perda de peso, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, linfadenopatia, 

hipergamaglobulinemia e estado de debilidade progressivo levando o paciente a óbito se não 

for submetido a tratamento específico. Pode ser causada pela L. donovani, L. infantum ou L. 

chagasi, geralmente está relacionada com pobreza e desnutrição (BERMAN, 1997; 

HERWALDT, 1999; GENARO, 1998b).  

A visceralização de algumas cepas de Leishmania que classicamente se restringiam a 

causar leishmaniose cutânea tem sido observada em pacientes coinfectados por Leishmania e 

vírus da imunodeficiência humana, por isso, este casos de leishmaniose visceral tem sido 

chamados de infecção oportunista, ocorrendo acometimento do trato gastrointestinal de 

esôfago até reto (BERMAN, 1997; ROSA et al., 2003). 

A espécie Leishmania braziliensis, pertence ao subgênero Viannia e ao complexo 

Leishmania braziliensis e é responsável principalmente pela forma tegumentar da doença 

(cutânea e cutaneomucosa). Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de 
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mamíferos (roedores, edentados, marsupiais, canídeos e primatas) e os invertebrados são 

insetos da ordem Díptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae, gênero Lutzomyia 

(GENARO, 1998a). A espécie Leishmania Viannia braziliensis é o principal agente etiológico 

prevalente no Estado do Paraná sendo identificada em 98,7% dos casos. Já a Leishmania 

Leishmania amazonensis foi identificada somente em 1,3 % dos casos. (SILVEIRA et al., 

1999). A Leishmania (V.) braziliensis também se apresenta amplamente distribuída em todos 

os estados brasileiros (GENARO, 1998a).  

A espécie Leishmania amazonensis, pertence ao subgênero Leishmania e ao complexo 

Leishmania mexicana e é responsável principalmente pela forma tegumentar da doença 

(GENARO, 1998a) podendo também causar a leishmaniose visceral (HERWALT, 1999). Os 

hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de mamíferos (roedores, edentados, 

marsupiais, canídeos e primatas) e os invertebrados são insetos da ordem Díptera, família 

Psychodidae, subfamília Phlebotominae, gênero Lutzomyia (GENARO, 1998a). 

 

1.2.4 Tratamento das leishmanioses 

 

Os principais medicamentos recomendados para o tratamento das leishmanioses 

cutâneas e viscerais foram introduzidos na terapêutica há mais de meio século. Estes incluem 

os derivados dos antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de sódio (Pentostan) e 

o antimoniato de meglumina (Glucantime) (CROFT; COOMBS, 2003; CROFT et al., 2005; 

GENARO, 1998a). Entretanto, os antimoniais não são drogas ideais, pois não são ativos 

quando administrados oralmente, portanto são de administração parenteral e necessitam de 

longo período de tratamento (CROFT, 1988). São fármacos muito tóxicos podem causar 

artralgias, mialgias, desconforto abdominal, dores de cabeça, pancreatite, elevação de enzimas 

hepáticas, anemia, leucopenia, trombocitopenia, alterações cardíacas e renais. Isto torna estes 
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fármacos intolerantes para muitos pacientes. A resistência a estas drogas tem sido freqüente, 

portanto outros agentes antileishmania necessitam ser descobertos (BERMAN, 1988, 1996; 

GREVELINK; LERNER, 1996), mais de 50% dos casos de leishmaniose não respondem ao 

tratamento utilizando estas drogas (SERENO, 2000). O mecanismo de ação dos antimoniais 

pentavalentes ainda é pouco conhecido, acredita-se que estes interferem na produção de 

energia das formas amastigotas comprometendo a vida da célula. Nos ensaios in vitro tratando 

as formas promastigotas com antimoniais, não foi verificado efeito leishmanicida, sendo o seu 

efeito restrito às formas amastigotas (BERMAN, 1988; CROFT; COOMBS, 2003; 

OUELLETTE et al., 2004). Somente as formas amastigotas reduzem os antimoniais 

pentavalentes em trivalentes sendo esta forma da droga ativa (letal), desta forma os 

antimoniais pentavalentes funcionam como uma pró-droga, tanto os antimoniais 

pentavenlentes quanto os trivalentes promovem a fragmentação do DNA, sugerindo que estes 

matam os parasitas por apoptose. (OUELLETTE et al., 2004). 

A segunda linha de fármacos utilizados no tratamento dos casos que não respondem a 

terapia convencional inclui as pentamidinas (GENARO, 1998a; GREVELINK; LERNER, 

1996; SERENO et al., 2000) e anfotericina B (SERENO et al., 2000). As pentamidinas se 

ligam ao DNA do cinetoplasto do parasita causando danos ao protozoário (CROFT; 

COOMBS, 2003). Estes fármacos também provocam efeitos colaterias como mialgias, dor no 

local da administração, náuseas, cefaléia e hipotensão (BERMAN, 1997). A anfotericina B 

age sob o ergosterol presentes na membrana das formas promastigotas promovendo a perda da 

permeabilidade celular (SAHA et al., 1986; COHEN, 1998). Um estudo verificou que 

diversas espécies de Leishmania são sensíveis a esta droga (ESCOBAR et al., 2002). Porém, 

este medicamento também apresenta efeitos colaterais como febre, calafrios, hiperpnéia, 

hipotensão, anemia, insuficiência renal, hipopotassemia, cefaléia, náusea, vômito, mal-estar, 

perda de peso e alterações cardíacas (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BENNETT,1996). 
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Novas formulações que associam lípidios à anfotericina B (lipossomas) além de serem mais 

ativas são menos tóxicas que a Anfotericina B. No entanto, estas formulações são mais caras 

(OUELLETTE et al., 2004; COHEN, 1998; CROFT et al., 2005) 

 Fármacos de administração oral como os antifúngicos derivados do imidazol e triazol 

(cetoconazol e itraconazol dentre outros) que bloqueiam a síntese do ergosterol têm sido 

particularmente estudados para o tratamento das leishmanioses. Estes têm apresentado 

efetividade contra algumas espécies de Leishmania, tanto in vitro (BERMAN et al., 1984, 

1986; BEACH et al., 1988; HART et al., 1989; VANNIER–SANTOS et al., 1995) quanto in 

vivo (BERMAN, 1996, 1997). A membrana celular da Leishmania e dos fungos é constituída 

por ergosterol diferente da membrana dos mamíferos que é constituída de colesterol. Portanto 

o ergosterol é um importante alvo para a quimioterapia (CROFT, 1988; CROFT; COOMBS, 

2003). A paromomicina, um antibiótico aminoglicosídeo tem se mostrado eficaz para o 

tratamento tópico de leishmaniose cutânea e para o tratamento parenteral de leishmaniose 

visceral (CROFT et al., 2005), este fármaco apresenta como alvo a mitocôndria da 

Leishmania (CROFT; COOMBS, 2003). A miltefosina, originalmente desenvolvida como um 

fármaco antineoplásico, tem sido eficaz no tratamento oral de leishmaniose visceral e cutânea. 

No entanto, este fármaco é teratogênico não podendo ser utilizado para o tratamento de 

mulheres na fase fértil (CROFT; COOMBS, 2003; CROFT et al., 2005; ESCOBAR, 2002). 

Inibidores de protease utilizados no tratamento do HIV (indinavir e saquinavir) tem 

apresentado in vitro atividade leishmanicida dose dependente frente às formas promastigotas 

(SAVOIA et al., 2005). 

 O conhecimento da patogênese da leishmaniose pode levar à descoberta de agentes 

terapêuticos mais baratos e eficientes, já que a resistência dos parasitas ao sais de antimônio e 

outras drogas tem aumentado (JEBBARI; DAVIDSON, 1998). Desta forma, a crescente 

incidência da leishmaniose aumentou o interesse na pesquisa de novos agentes terapêuticos 
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mais baratos, mais efetivos, que reduza a duração do tratamento, drogas não parenterais e 

menos tóxicos que possam substituir os atuais (BERMAN, 1997). 

 Apesar dos grandes avanços da medicina moderna, as plantas tem contribuído nos 

cuidados primários à saúde, principalmente das populações dos países em desenvolvimento. 

Desde o final da década de 80 até os dias atuais, diversos estudos têm sido realizados na 

tentativa de descobrir produtos naturais com potencial atividade antileishmanicida (IWU et 

al., 1994). 

 Os produtos naturais apresentam vasto potencial na descoberta de novos agentes para 

o tratamento de doenças tropicais importantes causadas por protozoários (amebíases, 

leishmanioses, doença de Chagas e malária). Muitos metabólitos secundários encontrados nas 

plantas como os alcalóides, terpenos, quinonas, saponinas e flavanóides entre outros 

demonstram a diversidade de compostos que podem ser encontrados e que podem ser 

seletivos para os parasitas. Estes podem ser objetos de estudos para a identificação de novas 

substâncias que apresentem atividade e/ou que possam ser semi-sintetizados, a fim de 

melhorar a atividade terapêutica e diminuir os efeitos tóxicos (WRIGHT; PHILLIPSON, 

1990). Deste modo, pode-se afirmar que as plantas medicinais possuem particularidades que 

as tornam fontes de importantes substâncias químicas com potencial atividade biológica e de 

protótipos para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos com atividade 

antileishmania.  
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1.3 A FAMÍLIA Clusiaceae 

 

A família Clusiaceae inclui 50 gêneros e 1200 espécies distribuídas principalmente nas 

regiões tropicais do globo. Entretanto, alguns gêneros se desenvolvem com grande facilidade 

nas regiões norte de zonas temperadas. Esta família engloba árvores, arbustos, lianas e ervas 

de interesse econômico pela produção de frutos comestíveis, madeiras, derivados químicos de 

interesse farmacêutico e tintas (CRONQUIST, 1981), entretanto, o gênero Calophyllum 

formado por um grande grupo de árvores tropicais constituindo aproximadamente 180 a 200 

diferentes espécies (MCKEE et al., 1998; STEVENS, 1980 apud MÉSIA-VELA et al., 2001), 

estas são utilizadas pela população local ao longo dos anos para a obtenção de madeira nobre.  

Segundo Cronquist (1981) a família Clusiaceae é rica em metabólitos secundários; 

suas folhas apresentam cavidades resiníferas secretoras de algumas resinas aromáticas, que 

somados aos canais e cavidades secretores esquizógenos promove o acúmulo de diversos 

tipos de substâncias incluindo esteróides, triterpenos, cumarinas, benzopiranos e diversos 

tipos de xantonas e proantocianinas.  

Segundo Cardona et al. (1990) as xantonas são encontradas em mais de 12 diferentes 

ordens taxonômicas, sendo a família Clusiaceae uma das mais importantes quantitativamente. 

Nas plantas das famílias Clusiaceae, Hipericaceae e Gentianaceae encontram-se diversos tipos 

de xantonas, sendo estes compostos de grande interesse fitoquímico (CARDONA et al., 

1990). Algumas propriedades farmacológicas das xantonas incluem: ação analgésica (ISAIAS 

et al., 2004), antimicrobiana (REYES-CHILPA et al., 1997; DHARMARATNE et al., 1999; 

PRETTO et al., 2004; YASUNAKA et al., 2005) e atividade antiprotozoário (ABE et al., 

2004).  
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1.3.1 O Gênero Calophyllum 

 

 O gênero Calophyllum é constituído por muitas espécies vegetais, desta forma, muitos 

pesquisadores tem buscado atividades biológicas e estudado fitoquimicamente estas espécies. 

Nas espécies deste gênero estão presentes importantes classes de substâncias com atividade 

biológica, principalmente as cumarinas e as xantonas. Importantes atividades biológicas 

encontradas nas espécies deste gênero, tais como, a inibição da trancriptase reversa do HIV-1, 

atividade antitumoral, analgésica, antiinflamatória, antibacteriana, antifúngica e 

antileishmania entre outras tem sido encontradas em ensaios realizados com extratos, frações 

e substâncias puras. Dessa forma, os estudos de atividade biólogica tem contribuído para a 

busca de futuras alternativas terapêuticas para o tratamento de algumas doenças.  

As sementes da Mammea americana apresentam número significante de cumarinas 

com substituição alquil ou fenil na posição 4 (CROMBIE et al., 1967); isto sugere que a 4-

substituição (alquil ou fenil) das cumarinas, são características importantes na família 

Clusiaceae.  

Kawazu et al. (1968) isolaram das folhas do C. inophyllum Linn três derivados da 4-

fenil-cumarina: calofilolideo,  (±)-inofilolideo e o ácido calofílico (Figura 1, p. 43), que 

apresentaram atividade piscicida. 

Radhakrishnan Potti; Kurup (1970) testaram a atividade antimicrobiana de uma 

lactona C32H46O6 isolada do cortéx das raízes da C. inophyllum, esta exerceu atividade 

bacteriostática frente ao Micrococcus pyogenes var. aureus. 

Ravelonjato et al. (1987), isolaram das cascas do C. verticillatum três novos 

neoflavonóides (ácido caloverticilico A, B, e C) e realizaram testes moluscicidas utilizando 

extrato bruto das folhas, sementes e cascas do C. verticillatum, bem como o extrato das 

sementes do C. inophyllum e da casca do C. recedens. Todos os extratos apresentaram 
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atividade em 100 ppm exceto os extratos do C. inophyllum e C. recedens que foram ativos em 

10 ppm. 

Ravelonjato et al. (1992) testaram uma série de extratos brutos, neoflavonóides 

naturais obtidos do gênero Calophyllum e derivados sintéticos destes em ensaios 

moluscicidas; os extratos brutos das espécies C. inophyllum, C. recedens, C. chapelieri e C. 

verticillatum apresentaram intensa atividade moluscicida em 100 ppm, enquanto que, a C. 

recedens apresentou atividade na concentração de 10 ppm. O caloflorideo, isolado das 

sementes do C. verticillatum, apresentou 100% de mortalidade em 10 ppm e 20% de 

mortalidade em 1 ppm. Já as cumarinas “(±±±±) mammea A/BB”, descrita previamente por 

Crombie et al. (1967), isolada das sementes do C. verticillatum, e o ácido pseudobrasiliensico 

apresentaram menor atividade moluscicida. Foram também testados 14 derivados sintéticos 

dos neoflavonóides naturais. Os derivados da 4-fenil-cumarina apresentaram significante 

atividade moluscicida em 10 ppm, e, a introdução do cloro ou nitro substituintes (como o 

controle positivo niclosamida), não aumentou a atividade biológica dos compostos testados, 

entretanto, a presença da dupla ligação nas cromeno-cumarinas e a substituição no C8, parece 

ser essencial para o aumento da atividade moluscicida. 

Após confirmar a atividade anti-HIV do extrato bruto obtido dos frutos e raízes do C. 

lanigerum, Kashman et al. (1992) isolaram alguns derivados cumarínicos, os calanolideos. O 

calanolideo-A (Figura 1, p. 43), o 12-acetoxicalanolideo-A e o calanolideo-B promoveram 

significativa proteção in vitro contra os efeitos citopáticos da infecção pelo vírus HIV-1.  

Em um trabalho realizado por Patil et al. (1993), foi isolada uma série de derivados 

cumarínicos das folhas e frutos do C. Inophyllum; inofilum A, B, C, D (Figura 1, p. 43), E, P, 

e os novos G-1 e G-2, que juntamente com o ácido calofilico (Figura 1, p. 43) e o ácido 

isocalofilico, apresentaram potente atividade inibidora da Transcriptase Reversa do HIV-1  

(HIV-1RT), quando testados em culturas de células. 
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Taylor et al. (1994) descreveram que os inofilumus e calanolideos são inibidores 

reversíveis da HIV-1RT e mostraram atividade frente à cepas de vírus mutantes e resistentes a 

outros inibidores da HIV-1RT, e que a síntese de derivados dos inofilumus e calanolideos 

pode levar a compostos mais potentes e seletivos frente ao vírus do HIV-1. 

McKee et al. (1996) isolaram e identificaram 04 piranocumarinas (calanolideos) 

inéditas do C. lanigerum var. austrocoriaceum e do C. teysmannii var. inophylloide; estas 

novas piranocumarinas foram denominadas calanolideo E2 (Figura 1, p. 43), cordatolideo E, 

pseudocordatolideo C e calanolideo F e apresentaram considerável atividade inibidora da 

Transcriptase Reversa do vírus HIV-1, quando aplicadas em culturas de células. Um trabalho 

realizado por Currens et al. (1996) apresentou o calanolideo-A (Figura 1, p. 43), isolado dos 

extratos do C. Lanigerum, como potente e seletivo inibidor da HIV-1RT, não exercendo 

atividade frente a DNA polimerase ou HIV-2RT. 

Pengsuparp et al. (1996) isolaram uma cumarina do látex do C. teysmannii, 

denominada soulatrolideo (Figura 1, p. 43) que apresentou potente atividade inibidora sobre a 

HIV-1RT em cultura de células, contudo, não exerceu atividade frente a HIV-2RT, AMV-RT, 

RNA polimerase ou DNA polimerase. 

Zembower et al. (1997) realizaram modificações estruturais no calanolideo-A isolado 

do C. lanigerum, (que apresenta potente atividade inibidora da HIV – 1RT). A adição de 

grupamentos metil nas posições 10 e 11, promovem decréscimo da atividade antiviral, quando 

comparada com a molécula original, entretanto, quando se retira da molécula a hidroxila do 

carbono 12, tanto as formas 10,11-cis quanto 10,11-trans apresentam atividade inibidora da 

HIV-1RT, sugerindo que o grupamento 12-hidroxil seria um dos possíveis responsáveis em 

suprimir a atividade anti-HIV. 

Dharmaratne et al. (1998a), baseado em informações de que o gênero Calophyllum 

possui diversas piranocumarinas com atividade Anti-HIV-1RT, realizaram um estudo da 
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distribuição das cumarinas na espécie Calophyllum cordato-oblongum. Foi observado que 

quando mais jovem as partes em desenvolvimento da planta, maiores são as concentrações de 

cumarinas. A distribuição de piranocumarinas em ordem decrescente de concentração está no 

botão embrionário, brotos e ramos finos, folhas, casca e lenho justificando a produção destes 

metabólitos secundários para defender plantas jovens contra microorganismos diversos, 

incluindo os vírus. 

McKee et al. (1998) realizaram um estudo quimiotaxonômico com 315 extratos 

orgânicos de 31 espécies do gênero Calophyllum e verificaram que dos 315 extratos 

submetidos à análise em cromatografia em camada delgada (CCD) e posteriormente em 

ressonância magnética nuclear RMN 1H, 127 mostraram-se “positivo” para piranocumarinas, 

representando 28 espécies das 31 testadas. Isto sugere que estas substâncias, apesar de se 

apresentarem de forma abundante na maioria das espécies, não estão amplamente difundidos 

em todo o gênero, podendo, entretanto, ser considerado um marcador para algumas espécies 

do gênero. 

Shu-Geng Cao et al. (1998) isolaram das cascas do C. teysmannii var. inophylloide 

uma série de cumarinas policíclicas 4-fenil-substituídas, onde uma delas, a calanoneo, 

apresentou moderada atividade antineoplásica contra duas linhagens de células cancerígenas. 

Ainda relataram que a substituição 4-fenil ou 4-propil presente nestas cumarinas, é 

fundamental para a atividade antineoplásica. 

Dharmaratne et al. (1998b) isolaram das folhas do Calophyllum cordato-oblongum 

duas piranocumarinas denominadas cordatolideo-A e cordatolideo-B, as quais apresentaram 

significativa atividade inibidora da  HIV-1RT nas concentrações de 12,3 e 19,0 µM, 

respectivamente. 

Dharmaratne et al. (1999) isolaram dos extratos orgânicos do C. moonii e C. lankensis 

xantonas mono, di e triprenilada. A xantona monoprenilada, a calozeiloxantona, exerceu 
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significativa atividade inibitória frente ao Staphylococcus aureus meticilina-resistente 

(MRSA), apresentando CIM entre 4,1-8,1 µg/mL. 

Ito et al. (1999) isolaram do extrato etanólico das cascas do Calophyllum panciflorum, 

07 biflavonóides, estes exibiram significante atividade antineoplásica inibindo o crescimento 

tumoral em células Raji (in vitro) induzidas pelo antígeno do vírus Epstein-Barr. A atividade 

citoprotetora destas substâncias frente ao vírus Epstein-Barr torna promissor o 

desenvolvimento de novas drogas antitumorais obtidas através de produtos naturais. Já que 

este vírus está envolvido na gênese de alguns cânceres em humanos. 

Creagh et al. (2001) realizaram um estudo em 47 voluntários sadios (HIV negativo), 

para avaliar a segurança e a farmacocinética do (+)-calanolideo-A (Figura 1) previamente 

isolado do C. lanigerum, objetivando um futuro tratamento contra o HIV, já que esta 

substância apresenta significativa atividade anti HIV-1RT. Doses únicas de 200, 400, 600, e 

800 mg de (+)-calanolideo-A (Figura 1, p. 43) foram administradas e mostraram segurança e 

farmacocinética favorável para seu futuro emprego na clínica médica. 

Guilet et al. (2001a) obtiveram dos frutos e da casca do C. dispar, 06 cumarinas a 

isodispar B, disparinol D, disparpropilinol B, dispardiol B, mammea A/AB ciclo E e mammea 

A/AB dioxalanociclo F; destas substâncias a isodispar B, a disparinol D e a disparpropilinol B  

apresentaram significativa atividade inibitória sobre o crescimento tumoral mostrando 

citotoxicidade frente a células de carcinoma nasofarigeal humano (KB). 

Guilet et al. (2001b) isolaram da casca e dos frutos do C. dispar, 08 novas 4-fenil-

furanocumarinas, dentre estas, as diidrofuranocumarinas apresentaram significativa atividade 

citotóxica  inibindo 50% do crescimento das células de carcinoma nasofarigeal humano (KB) 

na concentração de 5 – 6 µg/mL. 

Dharmaratne et al. (2001) avaliaram in vitro a capacidade de diferentes substâncias 

isoladas do gênero Calophyllum, em inibir a Transcriptase Reversa do HIV-1. Foram testadas 



 41 

11 substâncias, as cumarinas (cordatolideo-A, cordatolideo-B, cordatolideo-B-OMe, 

oblongulideo e inofilum-A), as xantonas (thwaitesixantona, calothwaitesixantona, 

calozeiloxantona) e ácidos cromênicos (ácido cordato-oblongico, ácido cordato-oblongico 

metilester, ácido isocordato-oblongico metilester), utilizando como controle positivo o 

calanolideo A (Figura 1, p. 43), devido sua consagrada atividade in vitro em inibir a HIV-

1RT. Foi observado que o cordatolideo A e o cordatolideo B apresentaram valores de inibição 

da HIV-1RT de 92 e 88%, respectivamente. O ácido cordato-oblongico inibiu 50% da 

atividade desta enzima, enquanto as demais substâncias apresentaram fraca atividade. 

Em um trabalho realizado por Sakagami et al. (2002) foi isolada uma xantona 

(calozeiloxantona) da casca do Calophyllum moonii e submetida a ensaio antibacteriano frente 

a quatro cepas de Enterococcus faecalis sendo duas delas resistentes a vancomicina e duas 

delas sensíveis a vancomicina. Os autores observaram que a calozeiloxantona apresentou 

atividade frente as quatro cepas bacterianas testadas e que ocorreu significativo efeito 

sinérgico da mesma quando associada com vancomicina frente a Enterococcus resistentes. 

Morel et al. (2002) isolaram da casca do Calophyllum caledonicum as 

caledonixantonas E e F  e avaliaram a possível atividade antifúngica  destas substâncias frente 

ao Aspergillus fumigatus e Candida albicans. Notoriamente a substância caledonixantona E 

mostrou expressiva atividade antifúngica frente ao Aspergillus fumigatus, apresentando CIM 

similar ao controle positivo anfotericina B. 

Recentemente Takahashi et al. (2004) avaliaram a atividade leishmanicida de 75 

extratos metanólicos da madeira de diferentes plantas entre elas a espécie Calophyllum 

kunstleri. Para os ensaios da atividade leishmanicida foram utilizados formas amastigotas de 

Leishmania major. Este estudo mostrou que o extrato metanólico C. kunstleri apresenta 

importante atividade leishmanicida com concentração letal mínima (CLM) 50 µg/mL e sugere 
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que esta atividade pode estar relacionada com a presença de derivados de quinonas nos caules 

desta planta. 
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Figura 1: Principais substâncias químicas isoladas do gênero Calophyllum descritas 
anteriormente no texto. 
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1.3.2 A Espécie Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae) 

 

A espécie Calophyllum brasiliense Camb. é uma árvore frondosa e alta podendo 

atingir até 35 metros de altura e 65 cm de diâmetro (Figura 2, p. 46), popularmente é 

conhecida como jacareúba, na Amazônia; gulande-carvalho, guanandi-carvalho, guanadi-

cedro, landim, olandí, uá-iandi, pelos aborígines e se distribui desde a Venezuela até o 

México e as Antilhas  onde recebem, entre outros nomes, de pau-maria e pau-de-azeite. As 

variedades conhecidas na Amazônia como jacareúba-águia, jacareúba da várzea, jacareúba 

vermelha; são conhecidas em São Paulo como guanandi-carvalho, guanadi-cedro e guanandi-

piolho, respectivamente (CORRÊA, 1978). Embora seu principal habitat seja a Amazônia, 

tem sido encontrado em várias regiões do Brasil tais como Goiás, Minas Gerais, Espírito 

Santo, Piauí, Pernambuco, Rio de Janeiro, São Paulo e pequena quantidade no estado de 

Alagoas, Rio Grande do Sul e no Ceará. No entanto, refere-se à sua presença no Paraná, Santa 

Catarina, Distrito Federal, Paraíba, Pará, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul (LORENZI, 

1992). Sua existência é citada desde as Guianas até o Paraná, ocorrendo preferencialmente em 

florestas semidecídua, ombrófila densa, amazônica e no cerrado constituinte de vários Estados 

do Brasil (CARVALHO, 1994; CORRÊA, 1978).   

A espécie vegetal apresenta folhas de distribuição oposta (Figura 2, p. 46), pecioladas, 

simples e elípticas, obtusas no ápice e cuneiformes na base, apresentando em média 6 cm de 

largura e até 13 cm de comprimento; as flores são brancas pequenas e aromáticas e dispostas 

em cachos abundantes (Figura 2, p. 46); possui fruto carnoso na forma de drupa globosa de 

coloração esverdeada (Figura 2, p. 46), com polpa oleaginosa, onde se extrai óleo industrial 

com 44% de pureza (LORENZI, 1992).  Segundo Lorenzi (1992) o tronco é reto e cilíndrico, 

apresentando casca revestida de epiderme bastante dura, muito fendida (sobretudo, em plantas 

com crescimento secundário) (Figura 2, p. 46), quebradiça, e composta de lâminas 
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superpostas, podendo possuir até 40 mm de espessura, sendo a parte externa marrom-escura 

ou pardacenta, descamando em pequenas placas retangulares, provenientes de fissuras finas e 

transversais; a parte interna é rósea aromática, amargosa e ácida, exsudando látex amarelo e 

pegajoso (LORENZI, 1992). O Calophyllum brasiliense fornece madeira de alburno bastante 

espesso e cerne róseo-avermelhado ou castanho-avermelhado (Figura 2, p. 46), ondeada 

(parecendo cedro, porém mais pesada), fácil da lavrar e de serrar, talhe macio sendo muito 

empregado na construção de canoas, vigas, mastros, construção civil e obras internas em geral 

(CORRÊA, 1978).   

Na medicina popular é obtida a gomo-resina que dela se obtém o bálsamo de jacareúba 

ou bálsamo de landim, goma amarelo-esverdeada, aromática, de sabor amargo, empregada 

como anti-reumático, antiulceroso e antitumoral, entretanto, como têm efeito irritativo o seu 

emprego é maior na medicina veterinária, sobretudo para eqüinos aplicados na forma de 

emplasto como relaxante dos tendões. A infusão e o banho das cascas são remédios populares 

utilizados para o tratamento de reumatismo, varicoses, hemorróidas e úlceras crônicas 

(CORRÊA, 1978).  
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Figura 2: Espécie vegetal C. brasiliense Cambess. A- aspecto geral da espécie; B- 
inflorescências e folhas; C- frutos verdes; D- frutos maduros; E- casca; F- madeira 
(LORENZI, 1992). 
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Muitos estudos tem sido realizados utilizando esta espécie vegetal C. brasiliense e 

importantes atividades biológicas foram descritas por diferentes autores, como segue. 

Reyes-Chilpa et al. (1997) considerando que os metabólitos secundários presentes no 

C. brasiliense, lhe confere resistência a algumas espécies de fungos ambientais, realizou o 

estudo fitoquímico. Foram isoladas 5 diferentes xantonas preniladas denominadas: 6-

desoxijacareubina, 1,5-diidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona, jacareubina (Figura 1, p. 43), 

1,3,5 triidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona e 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona. As 

substâncias e os extratos em acetona, metanol e água foram submetidas a ensaio 

microbiológico frente ao fungo Postia placenta. O extrato metanólico da casca do C. 

brasiliense inibiu o crescimento micelial do P. placenta em 83%. As substâncias foram 

testadas na concentração de 0,25 mg/mL e algumas apresentaram atividade fungistática 

significativa, inibindo o crescimento micelial do P. placenta em 68,8% (jacareubina; 1,3,5 

triidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona) e em 55,5% (1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-

xantona). Porém, acetilação das xantonas não conduziu ao aumento da atividade fungistática. 

Sartori et al. (1999) avaliaram o efeito citoprotetor gástrico em ratos e camundongos, 

da fração diclorometano obtida a partir do extrato hexânico das cascas do C. brasiliense. 

Quando administrada por via oral doses de 12,5 a 250 mg/kg, esta fração exibiu significativa 

ação citoprotetora, anti-secretora e antiulcerogênica, inibindo a formação de lesões gástricas 

induzidas por etanol, indometacina e estresse por imobilização em hipotermia. 

Mesía-Vela et al. (2001) re-isolaram das cascas do C. brasiliense as 4 xantonas 

denominadas: desoxijacareubina; jacareubina (Figura 1, p. 43); 1,3,5,6,tetraidroxi-2-(3,3-

dimetilalil)-xantona e 1,3,5,6,tetraidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutil)-xantona, previamente 

relatadas na literatura (REYES-CHILPA et al., 1997), e das folhas da mesma espécie duas 

cumarinas: mammea A/BA (Figura 1, p. 43) e mammea C/OA (Figura 1, p. 43). Estas 

substâncias foram submetidas a ensaio biológico em enzimas clonadas de fígado de rato, 
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verificando uma possível interação farmacocinética destas substâncias, frente a 

biotransformação hepática por sulfonação, realizada pelas sultransferases SULT1A1 e 

SULT2A1. Estas enzimas citosólicas são importantes agentes envolvidos no metabolismo de 

fase II de uma grande variedade de xenobióticos e importantes substâncias endógenas, 

incluindo esteróides, hormônios tireoidianos e catecolaminas. Os resultados revelaram que a 

desoxijacareubina; a jacareubina (Figura 1, p. 43) e a 1,3,5,6,tetraidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-

xantona foram substratos para a SULT1A em diferentes concentrações, entretanto não foram 

substrato para a SULT2A1. Ambas as cumarinas foram substratos para a SULT1A, contudo,  

somente a mammea C/OA (Figura 1, p. 43) foi substrato para a SULT2A1. Estes resultados 

mostram a importância de considerar possíveis interações farmacocinéticas entre estes 

produtos naturais com esteróides, xenobióticos e outras substâncias endógenas (MESÍA-

VELA et al., 2001). 

Da Silva et al. (2001) testaram em ratos, as atividades analgésica e antiinflamatória de 

3 frações (hexano, diclorometano e acetato de etila) obtidas do extrato metanólico das folhas 

do C. brasiliense. Todas as frações testadas apresentaram alguma atividade analgésica e 

antiinflamatória, frente aos modelos de dor induzida por formalina e contorções abdominais 

induzidas pelo ácido acético. A partir da  fração acetato de etila foram isoladas 5 substâncias 

fenólicas: ácido gálico, ácido protocatéquico, hiperosídeo, amentoflavona e quercetina. Estas 

substâncias foram testadas e observou-se significativa atividade analgésica da quercetina e da 

amentoflavona, sugerindo que o estudo da atividade analgésica das substâncias isoladas das 

frações não polares do C. brasiliense poderá conduzir a novas drogas com significativo 

potencial analgésico. 

 Ito et al. (2002) isolaram pela primeira vez das cascas do C. brasiliense 7 xantonas, 

denominadas  brasixantonas juntamente com outras 10 xantonas já conhecidas. Entre elas as 

brasixantonas (B, C, D) e 8-desoxigartanin exibiram significativa antividade antineoplásica, 
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inibindo o crescimento tumoral em células Raji (in vitro) induzidos pelo antígeno do vírus 

Eptein-Barr. 

 Ito et al. (2003) isolaram e identificaram das frações obtidas do extrato da casca do C. 

brasiliense 3 novas cumarinas nomeadas brasimarina A (Figura 1, p. 43), B e C, juntamente 

com outras 11 cumarinas  previamente relatadas na literatura (KASMAN et al., 1992; PATIL 

et al., 1993; CROMBIE et al., 1987). Foram submetidas para avaliação de sua atividade 

antitumoral 8 das 14 cumarinas isoladas, sendo três fenil-cumarinas e cinco 4-propil-

cumarinas. Foi observado que as 4-propil-cumarinas calanolideo-A (Figura 1, p. 43) e a 

mammea B/BB (Figura 1, p. 43) obtiveram atividade antitumoral mais significativa (CI50 = 

170-290 mg/mL) quando comparadas com as 4-fenil-cumarinas (CI50 = 342 – 348 mg/mL). A 

mammea B/BB (Figura 1, p. 43), uma 4-propil-cumarina prenilada, apresentou maior potência 

inibitória (CI50 = 170 mg/mL). A calanolideo-A (Figura 1, p. 43) uma trans-10,11 

dimetildiidropirano foi mais potente (CI50 = 290 mg/mL) que o derivado 10,11-cis 

calanolideo-C (CI50 = 351 mg/mL). Estes resultados sugerem que os grupos funcionais dos 

carbonos 10, 11 e 12 que são críticos para a atividade anti-HIV-1RT de algumas substâncias 

(KASHMAN et al., 1992; PATIL et al., 1993), podem também estar implicados com a 

potência da atividade antitumoral destes agentes. De uma forma geral, as 4-propil-cumarinas e 

as 4-fenil-cumarinas possuem potencial atividade citoprotetora frente a agentes promotores de 

tumoração, entretanto, um estudo destes compostos in vivo seria fundamental para o progresso 

dos agentes quimiopreventivos de origem natural. 

Cottiglia et al. (2004) isolaram das cascas da C. brasiliense 6 novos ácidos 

cromanônicos. O extrato das cascas em n-hexano e em acetato de etila apresentaram atividade 

frente as bactérias Gram-positivas Bacillus cereus e Staphylococcus epidermidis. Destes 

extratos foram isolados e testados os ácidos brasiliensofílico A, isobrasiliensofílico A, 

brasiliensofílico B, isobrasiliensofílico B, brasiliensofílico C e isobrasiliensofílico C. Os 
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ácidos brasiliensofílico A e isobrasiliensofílico A apresentaram maior atividade que o 

cloranfenicol (droga padrão). O estudo da citotoxicidade mostrou que nenhuma destas 

substâncias são citotóxicas para as células KB (HeLa), Jurkat T e células de miosarcoma 

sendo o CI50 > 20 µg/mL. 

Huerta-Reyes et al. (2004) estudaram a inibição do HIV-1 em 21 espécies da família 

Clusiaceae dentre elas estava a C. brasiliense. Foram preparados a partir das folhas da C. 

brasiliense extratos hexânico, metanólico, em acetona, em diclorometano:metanol (1:1).  O 

extrato hexânico  apresentou melhor atividade inibitória frente a transcriptase reversa do HIV-

1 apresentando CI50 = 29,6 µg/mL, inibiu a replicação do HIV-1 IIIb/LAV em 74,5% (DE50 = 

37,1 µg/mL). No ensaio de citotoxicidade para os linfócitos MT2 os extratos hexânico, 

metanólico e em diclorometano:metanol (1:1) não apresentaram citotoxicidade. Este estudo 

sugere que o extrato em acetona, em metanol e principalmente o extrato hexânico possuem  

substâncias com potencial atividade anti-HIV. 

 O estudo realizado por Reyes-Chilpa et al. (2004) avaliou in vitro os efeitos 

citotóxicos das cumarinas tipo mammea presentes nas folhas da C. brasiliense. Além de 8 

cumarinas tipo mammea (A/BA (Figura 1, p. 43), A/BB, B/BA, B/BB (Figura 1, p. 43), C/OA 

(Figura 1, p. 43), C/OB, B/BA ciclo F, B/BB ciclo F e isomammeína) foram isolados e 

testados os triterpenos friedelino e canofilol assim como os biflavonóides: amentoflavona, 

protocatequina, ácido chiquímico. Nos ensaios foram utilizadas linhagens de células tumorais 

humanas K565 (linfoma), U251 (sistema nervoso central) e PC3 (próstata). As cumarinas 

foram citotóxicas para as três linhagens de células; no entanto a mammea A/BA (Figura 1, p. 

43) apresentou maior atividade citotóxica (CI50 = 0,04 - 0,59 µM),  as misturas dos isômeros 

mammea A/BA + A/BB, mammea B/BA + B/BB e mammea C/OA + C/OB mostraram 

importante atividade (CI50 < 4.05 µM), já a mistura mammea B/BA ciclo F + B/BB ciclo F e a  

isomammeína apresentou pequena atividade inibitória das células tumorais. O triterpeno 
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friedelino foi citotóxico somente para as linhagens PC3 e U254 e as outras substâncias 

testadas não apresentaram atividade. Também foram realizados testes de inibição da 

transcriptase reversa do HIV-1, no entanto nenhuma das substâncias inibiram a atividade 

desta enzima. Também foram testadas as atividades antibacteriana destas substâncias 

utilizando 14 espécies diferentes de bactérias; somente a mammea A/BA + A/BB e a 

mammea C/OA + C/OB inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus, S. Epidermidis e 

Bacillus subtilis. 

Abe et al. (2004) avaliaram a atividade tripanosomicida da C. brasiliense frente a 

formas epimastigotas e tripomastigota de Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de 

Chagas. Para o estudo foi preparado o extrato da madeira em metanol:acetona (2:1) e este 

apresentou MC100 = 0,5 mg/mL frente as formas epimastigotas, a partir deste extrato foram 

obtidas 3 frações (metanol 60%, metanol e acetato de etila), estas também foram testadas para 

as formas epimastigotas e apresentaram MC100 > 1000 µg/mL, MC100 = 250 µg/mL e MC100 > 

1000 µg/mL, respectivamente. A partir da fração em metanol foram isoladas 4 xantonas  

denominadas jacareubina (Figura 1, p. 43), 6-deoxijacareubina, 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3-metil-

2-butenil)xantona e a 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutenil)xantona, estas foram 

testadas frente as formas epimastigota e tripomastigota. Desta forma, frente as epimastigotas a 

jacareubina e a 6-deoxijacareubina apresentaram MC100 = 50 µg/mL e as outras duas MC100 = 

70 µg/mL e MC100 > 300 µg/mL, respectivamente. Já frente as tripomastigotas apresentaram 

MC100 = 15 µg/mL; MC100 = 200 µg/mL; MC100 = 40 µg/mL e MC100 > 200 µg/mL 

respectivamente. Este estudo mostrou importante atividade tripanosomicida das xantonas 

jacareubina (Figura 1, p. 43), 6-deoxijacareubina, 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3-metil-2-

butenil)xantona.  

Huerta-Reyes et al. (2004) isolaram a partir dos extratos em hexano, em acetona e em 

metanol das folhas da C. brasiliense as substâncias: calofilol,  fridelino, ácido apetálico, ácido 
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isoapetálico e o seu isômero, amentoflavona, (+) calanolídeo A (Figura 1, p. 43), (-) 

calanolídeo B, (+) calanolídeo C e o soulatrolídeo.  Destes (+) calanolídeo A (Figura 1, p. 43), 

(-) calanolídeo B e o soulatrolídeo apresentaram atividade frente ao HIV-1 RT.  

Pretto et al. (2004) ensaiaram extratos metanólicos obtidos das raízes, caule, folhas, 

flores e frutos da C. brasiliense, todos os extratos apresentaram atividade frente a bactéria 

Gram-positiva, não apresentando atividade frente a bactéria Gram-negativa e leveduras 

testadas. A partir destes extratos foram isolados ácido brasiliensico, ácido gálico, 

epicatequina, ácido protocatéquico, friedelino, e a 1,5 diidroxixantona. Somente o ácido 

protocatéquico demonstrou atividade frente a todos os microorganismos testados e a 1,5 

diidroxixantona apresentou atividade somente frente a bactéria Gram-positiva. 

Isaias et al. (2004) analisaram os efeitos antinociceptivos de algumas frações obtidas a  

partir das raízes, flores e frutos da C. brasiliense, utilizando os modelos de dor induzida por 

formalina e contorções abdominais induzidas pelo ácido acético em ratos. A partir da fração 

em clorofórmio das raízes foram isolados: o friedelino e a 1,5-diidroxixantona, estes 

apresentaram propriedades antinociceptivas sendo mais potentes que o ácido acetilsalicílico e 

o acetoaminofeno. 

Gasparotto-Júnior et al. (2005) avaliaram a atividade moluscicida C. brasiliense frente 

ao caramujo Biomphalaria glabrata, molusco vetor da esquistossomose. Para este estudo 

foram preparados extratos hidroetanólicos 90% das folhas e dos galhos. A parte do extrato das 

folhas solúvel em diclorometano apresentou maior atividade que os demais, sendo a atividade 

moluscicida mínima 25 ppm (100% mortalidade). A fração em hexano deste extrato 

apresentou atividade moluscicida mínima em 1,2 ppm; a partir desta fração foi isolada pela 

primeira vez a cumarina 4-substituída ((-)mammea A/BB) na espécie C. brasiliense e esta 

apresentou DL50= 0,67 ppm e DL90= 1,47 ppm; sugerindo que esta substância pode ser um 

substituto em potencial para o moluscicida sintético niclosamida.  
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Yasunaka et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de vários extratos 

preparados a partir das folhas e da madeira C. brasiliense bem como as substâncias isoladas 

dos mesmos.  O extrato em acetona das folhas apresentou melhor atividade frente as cepas de 

Staphylococcus aureus (CIM = 2 µg/mL). No entanto, a partir das folhas foram isolados o 

triterpeno friedelino e a cumarina mammea A/BA, já da madeira foram isoladas as xantonas: 

jacareubina (Figura 1, p. 43); 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3,33-dimetilalil) xantona e a 6-

deoxijacareubina. As substâncias, mammea A/BA, jacareubina (Figura 1, p. 43) e 1,3,5,6-

tetraidroxi-2-(3,33-dimetilalil) xantona foram ativas frente as cepas de S. aureus (resistente e 

sensível meticilina) e a 1,3,5,6-tetraidroxi-2-(3,33-dimetilalil) xantona e a 6-deoxijacareubina 

foram ativas frente a Escherichia coli.   

Emendorfer et al. (2005) estudaram a atividade antiespasmódica (in vitro) do extrato 

metanólico das folhas da C. brasiliense, utilizando isolados de íleo de cobaia e duodeno de 

rato. Este extrato apresentou significante efeito inibitório não competitivo e concentração 

dependente, da resposta contrátil promovida pela acetilcolina sob íleo de cobaia CI50 = 1,47 

mg/mL (0,64-3,42) e sobre duodeno de rato CI50 = 0,18 mg/mL (0,15-0,24).  

Considerando-se que a leishmaniose tegumentar americana é uma doença prevalente e 

de alta incidência em vários países do mundo entre eles o Brasil e que estudos mostraram que 

o extrato metanólico das folhas da Calophyllum kunstleri apresentou atividade leishmanicida 

frente a Leishmania major (TAKAHASHI et al., 2004) e que o extrato em metanol: acetona 

(2:1) da madeira da Calophyllum brasiliense, assim como as xantonas isoladas deste extrato 

apresentram atividade tripanosomicida (ABE et al., 2004) como descritos anteriormente torna 

interessante o estudo do gênero Calophyllum, já que este  apresenta substâncias responsáveis 

por possíveis atividade antiprotozoários.  

Desta maneira surgiu o interesse no estudo da atividade antileishmania do 

Calophyllum brasiliense frente à Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis, bem 
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como no isolamento da substância que apresenta esta atividade. Também surgiu o interesse 

em complementar estes estudos avaliando, o efeito citotóxico da substância responsável pela 

atividade antileishmania sobre os macrófagos J774G8 e as alterações ultraestruturais nos 

protozoários tratados com a substância ativa. 
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2 OBJETIVOS 

 

Realizar estudos utilizando as folhas da espécie vegetal Calophyllum brasiliense, visando:  

 

• Efetuar o processo de extração, isolamento e identificação química de substâncias a partir 

do pó das folhas do C. brasiliense. 

• Caracterizar o extrato das folhas da C. brasiliense por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência acoplada à espectrometria de massas. 

• Fracionar o extrato bruto e purificar as frações que apresentarem atividade biológica por 

métodos cromatográficos clássicos, assim como identificar, por meio de instrumentos de 

análise química, a substância química com atividade biológica. 

• Verificar o efeito dos extratos brutos, das frações e das substâncias isoladas sobre o 

crescimento das formas promastigotas de Leishmania braziliensis e L. amazonensis e 

formas amastigotas axênicas de L. amazonensis. 

• Realizar ensaios de citotoxicidade da substância com atividade antileishmania, frente à 

cultura de macrófagos J774G8.  

• Avaliar por microscopia eletrônica de transmissão, as alterações ultraestruturais em 

formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a substância biologicamente ativa. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 ESTUDO QUÍMICO 

 

3.1.1 Material Vegetal 

 

A matéria prima utilizada neste estudo consistiu das folhas do Calophyllum brasiliense 

Camb. (Clusiaceae), as quais foram coletadas na Ilha do Cardoso localizada no Estado de São 

Paulo, pela professora Doutora Maria Claudia Young em março de 2001, e a exsicata foi 

depositada como documento taxonômico no Herbário do Instituto de Botânica de São Paulo, 

sob número de registro SP363818.  

 

3.1.2 Processamento do Material Vegetal 

 

As folhas do Calophyllum brasiliense Camb. foram secas em estufa de ar circulante 

(QUIMIS, modelo Q-31), trituradas em moinho de facas Tecnal Marconi® (modelo TE 

048), acondicionadas e armazenadas em local seco e ao abrigo da luz. 

 

3.1.3 Dados Espectroscópicos e Espectrométricos 

 

Para identificação das substâncias puras foram utilizados métodos espectroscópicos e 

espectrométricos. 

Os espectros de massas foram obtidos em espectrômetro de massas equipado com 

interface APCI no modo negativo e ESI-MS/MS (modo negativo) – MICROMASS 

QUATTRO LC do Departamento de Química da Universidade Federal de São Carlos. 
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As análises por ressonância magnética nuclear (RMN), unidimensionais de 1H, 13C, 

DEPT e bidimensionais de COSY, HSQC e HMBC foram realizadas no laboratório de 

Química Orgânica do Departamento de Química da Universidade Estadual de Maringá 

(UEM) utilizando espectrômetro VARIAN, modelo GEMINI 2000 BB, 300 MHz para 1H, 

COSY, HSQC e HMBC e 75,5 MHz para 13C e DEPT. Algumas análises por RMN 

bidimensionais de HMBC, HSQC e novamente COSY, foram realizadas no Departamento de 

Química da Universidade Federal de São Carlos utilizando espectrômetro BRUCKER, 

modelo DRX-400 de 400 MHz. Para a obtenção dos espectros foi utilizado solvente deuterado 

(ALDRICH®) apropriado, em função da solubilidade da substância a ser analisada e como 

referência interna o tetrametilsilano (TMS) (δ = 0,0 ppm). 

 

3.1.4 Técnicas Cromatográficas 

 

3.1.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

Para a realização da CCD foram utilizadas placas de vidro de 5,0 x 10,0 cm preparadas 

com 0,25 mm de sílica gel GF254 (MERCK®), ativadas a 105-110 ºC por 30 minutos de 

acordo com Lopes (1997) e cromatoplacas pré-fabricadas de alumínio Kieselgel 60 F254 

(MERCK®), 20,0 x 20,0 cm com 0,2 mm de espessura. Como fases móveis foram utilizados 

solventes puros, misturas binárias e terciárias de polaridades diferentes de acordo com a 

característica química das substâncias presentes. Os solventes utilizados apresentavam grau 

p.a (SYNTH® e NUCLEAR®). 

A visualização das substâncias nas placas de CCD foi realizada por radiação com luz 

UV (λ=254 e 366 nm), e após revelação utilizando reativo de Godan (solução etanólica de 
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vanilina 1% e solução aquosa de ácido perclórico 3%). Para revelar foi necessário colocar na 

estufa 105-110 ºC até o aparecimento das manchas (WAGNER, 1984).  

 

3.1.4.2 Cromatografia em coluna de adsorção  

 

Esta técnica cromatográfica foi utilizada na purificação de algumas frações. Para o 

fracionamento foram utilizadas colunas de vidro de diversas dimensões, preparadas segundo 

os procedimentos descritos por Vichenewski (1997). Como fase estacionária foi utilizada 

sílica gel 60 (70 – 230 mesh ASTM – MERCK®). Para a eluição das colunas cromatográficas 

por adsorção foram desenvolvidos vários sistemas eluentes de diferentes polaridades de 

acordo com a característica química das substâncias a serem eluídas. Foram utilizados 

solventes puros (grau p.a) e misturas de solventes, variando a proporção entre os mesmos. As 

frações foram eluídas da coluna por solventes em ordem crescente de polaridade e coletadas 

em tubos de ensaio. Posteriormente foram cromatografadas utilizando cromatografia em 

camada delgada e após revelação utilizando reativo de Godan as frações foram reunidas de 

acordo com a semelhança química. Em seguida foram concentradas em aparelho evaporador 

rotatório (modelo: R-114 – BÜCHI) à pressão reduzida com temperatura de 35-40 ºC até 

completa eliminação do solvente, estas foram colocadas em recipientes de vidro, liofilizadas 

(liofilizador – modelo: 1-2 CHRIST ALPHA) e armazenadas em freezer (-10 °C).  

 

3.1.4.3 Cromatografia em coluna de adsorção à pressão reduzida  

 

Para o fracionamento dos extratos foram utilizadas colunas cromatográficas de vidro 

com 3,0 cm de diâmetro e 35,0 cm de comprimento, acoplada a Kitasato e este conectado a 

uma bomba de vácuo. 
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A coluna cromatográfica foi preparada seguindo os procedimentos descritos por 

Vichenewski (1997). Como fase estacionária foi utilizada sílica gel 60 (70 – 230 mesh) e 

como fase móvel, solventes puros (grau p.a) ou misturas destes ou seja foram preparados 

vários sistemas eluentes de diferentes polaridades  de acordo com a característica química das 

substâncias a serem eluídas. Em seguida, todas as frações foram analisadas por cramatografia 

em camada delgada e concentradas em aparelho evaporador rotatório à pressão reduzida com 

temperatura de 35-40 ºC até completa eliminação do solvente. As frações concentradas foram 

colocadas em recipientes de vidro de diferentes dimensões dependendo do volume de cada 

fração e posteriormente estas frações foram liofilizadas e armazenadas em freezer (-10 °C).  

 

3.1.4.4 Cromatografia por filtração em gel de SEPHADEX LH-20 

 

Esta técnica cromatográfica foi utilizada na purificação de algumas frações. Para o 

fracionamento em coluna cromatográfica por filtração ou exclusão foram utilizadas colunas 

de vidro de diversas dimensões, como fase estacionária a resina SEPHADEX LH-20, 

conforme descrito por Still (1978) e Rothschild (1997). Como fases móveis foram preparados 

sistemas eluentes cujas polaridades variam de acordo com as características químicas das 

frações que foram cramatografadas. Para preparar os sistemas eluentes foram utilizados 

solventes puros (grau p.a) e misturas de solventes variando a proporção entre os mesmos. No 

entanto, a cromatografia em coluna foi desenvolvida pelo modo isocrático, ou seja, foi 

utilizado somente um sistema eluente para cromatografar uma determinada amostra, as 

frações eluídas da coluna foram coletadas em tubos de ensaio. Posteriormente, foram 

cromatografadas utilizando cromatografia em camada delgada, e as frações foram reunidas de 

acordo com a semelhança química. Em seguida foram concentradas em aparelho evaporador 

rotatório à pressão reduzida com temperatura de 35-40 ºC até completa eliminação do 
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solvente, estas foram colocadas em recipientes de vidro, liofilizadas e armazenadas em freezer 

(-10 °C). 

 

3.1.4.5. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à espectrometria de massas 

(CLAE-EM)  

 

As análises por CLAE foram realizadas nas seguintes condições: sistema controlador 

Shimadzu (SCL-10A) equipado com detector de arranjo de fotodiodo (SPP-M10AVP), injetor 

automático (SIL-10ADVP), duas bombas de solvente A (LC-10ADvp) (água milliQ) e B 

(acetonitrila)  (LC-10AD), sistema controlador (SCL-10A) e computador com Software 

(CLASS-VP 5.032) para aquisição de dados, foi utilizada coluna de fase reversa Metasil ODS 

(MetaChem), 150X4,6 mm com partícula de 5 µm. A análise qualitativa foi realizada  

utilizando um sistema gradiente: acetonitrila: água 5:95 v/v a 55:45 (0-10min.), 55:45 v/v a 

80:20 (10-20min.), 80:20 v/v a 100% de acetonitrila (20-30min.) e 100% de acetonitrila (30-

40min.). A vazão da fase móvel permaneceu a 0,6 mL/min. O detector utilizado foi de arranjo 

de diodos (DAD) de 200 nm a 420 nm,  monitorado num comprimento de onda de 254 nm. 

As análises foram procedidas em cromatógrafo líquido acoplado ao espectrômetro de massa 

Micromass Quattro LC, utilizando–se uma interface APCI no modo negativo.   

Para esta avaliação foi preparada uma amostra do extrato em diclorometano (RF) das 

folhas de C. brasiliense nas concentrações de 30 mg/mL em metanol e amostras das 

substâncias puras na concentração de 1 mg/mL em metanol, estas foram filtradas em filtro 

Millex® e 20 µl do extrato e 10 µl das substâncias puras foram injetadas no aparelho de 

CLAE.  
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3.1.5 Extração, Fracionamento e Isolamento dos Constituintes Químicos 

  

3.1.5.1 Preparo dos Extratos Brutos 

 

As folhas secas (990 g) foram trituradas em moinho de facas e extraídas 

exaustivamente pelo processo de maceração a frio até esgotamento (PRISTA et al., 1975), a 

temperatura ambiente em local protegido da luz, utilizando como líquido extrator etanol/água 

9:1 (v/v). Para cada 50,0 g do pó da planta foram utilizados 500 mL de líquido extrator. Os 

extratos hidroalcoólicos obtidos foram filtrados e concentrados à pressão reduzida em 

evaporador rotatório à temperatura de 35-40 ºC até eliminação total do solvente orgânico, a 

parte solúvel em água foi congelada em nitrogênio líquido e liofilizada, sendo o produto final 

denominado LF (LF= liofilizado das folhas). Já a parte do extrato insolúvel em água 

(resíduo) foi solubilizado em diclorometano e rotaevaporado a 35-40 ºC até eliminação do 

solvente, sendo denominado RF (RF= extrato residual das folhas). Ambos os extratos RF= 

30,87 g e LF=149,3 g (Fluxograma 1, p. 62) foram armazenados ao abrigo da luz em freezer 

(-10 oC) para posteriormente serem submetidos aos testes de atividade biológica e/ou 

fracionamento e purificação por métodos cromatográficos. 

Os extratos brutos RF e LF foram analisados por cromatografia em camada delgada 

(CCD), eluídos em fase móvel hexano:acetato de etila (50:50, v/v). 

 



 62 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fluxograma 1: Procedimento para obtenção dos extratos brutos hidroetanólicos 90% a partir 
das folhas secas e moídas do Calophyllum brasiliense Cambess. 
 

 

3.1.5.2 Fracionamento do extrato bruto residual das folhas solúvel em diclorometano 

(RF) 

 

Baseando-se nos resultos obtidos nos ensaios biológicos, o extrato bruto residual das 

folhas do Calophyllum brasiliense solúvel em diclorometano (RF) apresentou melhor 

atividade antileishmania e este foi fracionado por cromatografia em coluna de adsorção à 

pressão reduzida, utilizando como fase móvel, solventes orgânicos de polaridades crescentes 

(Fluxograma 2A, p. 64), onde 23,54 g do extrato RF foram incorporados em almofariz de 

porcelana a 140,0 g de sílica gel 60 (70-230 mesh) com o auxílio de diclorometano, esta 

mistura de sílica e extrato foi empacotada a coluna de vidro com 3,0 x 35,0 cm. A coluna foi 

Material Vegetal (985 g) 

Processo de maceração 
Solvente hidroetanólico 90% 
 

Extrato hidroetanólico 90% 

Filtração e Concentração 
 

Resíduo Liofilização 
 

Resíduo solúvel em diclorometano                
RF = 30,87 g 

Liofilizado                                
 LF = 149,3748 g 
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eluída utilizando solventes em ordem crescente de polaridade (Tabela 1, p. 63). As frações 

foram concentradas em evaporador rotatório, evaporadas a temperatura ambiente e em 

seguida pesadas e mantidas em freezer (-10 oC). As 09 frações obtidas foram analisadas por 

CCD utilizando fases móveis apropriadas. 

 

 

Tabela 1: Sistemas eluentes para o fracionamento do extrato bruto residual das folhas do 

Calophyllum brasiliense Camb. solúvel em diclorometano (RF) por cromatografia em coluna 

de adsorção a vácuo.  

Sistema Eluente Proporção 
Quantidade utilizada 

(mL) 
Fração/quantidade 

obtida 
Hexano - 1000* F1 = 8,7312 g 

Hexano:Diclorometano 50:50 300 F2 = 1,8251 g 
Diclorometano - 700* F3 = 631,0 mg 

 
Diclorometano:Acetato de 

etila 

 
90:10 

 
300 

 
F4 = 883,2 mg 

 
Diclorometano:Acetato de 

etila 

 
80:20 

 
300 

 
F5 = 608,5 mg 

 
Diclorometano:Acetato de 

etila 

 
50:50 

 
300 

 
F6 = 1,1107 g 

Acetato de etila -  700* F7 = 2,2581 g 
Metanol -  700* F8 = 5,4738 g 

Metanol:Água 90:10  500* F9 = 95,7 mg 
*Até completa extração 
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Fracionamento do extrato bruto residual das 
folhas solúveis em diclorometano (RF) 

23,54 g 
 

Fluxograma 2A CC (Sílica gel 60) sobre 
pressão reduzida 

FM 1 FM 2 FM 3 FM 4 FM 5 FM 6 FM 7 FM 8 FM 9 

 

F1 
8,7312 g 

F2 
1,8251 g 

F3 
631,0 mg 

F4 
883,2 mg 

F5 
608,5 mg 

F6 
1,1107 g 

F7 
2,2581 g 

F8 
5,4738 g 

F9 
95,7 mg 

FH-1 FH-122 FAC-48 FAC-53 

Fluxograma 2B 
C.C. Sílica gel 60 

Fluxograma 2C 
C.C.Sephadex LH 20 

Fase Móvel da CC: FM1= Hexano; FM2= Hexano:Diclorometano (50:50); FM3= 
Diclorometano; FM4= Diclorometano:Acetato de etila (90:10) FM5= 
Diclorometano:Acetato de etila (80:20); FM6= Diclorometano:Acetato de etila 
(50:50); FM7= Acetato de etila; FM8= Metanol; FM9 Metanol:água (90:10) 
 

Fluxograma 2: Procedimento para isolamento e purificação dos constituintes do estrato residual das folhas do C. brasiliense solúveis 
em diclorometano (RF). 2B fracionamento da fração hexano (FH1); 2C fracionamento da fração acetato de etila (FAC7). 
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3.1.5.3 Fracionamento da Fração Hexano (F1) 

 

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios leishmanicidas in vitro e da análise 

por CCD das frações obtidas a partir do extrato bruto residual (RF) solúvel em diclorometano, 

a fração hexano (8,7312 g) foi selecionada para o isolamento da(s) substância(s) pura(s).  

A fração hexano foi submetida ao processo de cromatografia em coluna de adsorção, 

onde 5,0 g da referida fração foi cromatografada com 45,0 g de sílica gel 60 (70-230 mesh) 

em coluna de 1,5 x 25,0 cm, empacotada com hexano (Fluxograma 2B, p. 64) e eluída com 

solventes de polaridades crescentes (Fluxograma 3, p. 66), desta forma, foram obtidas 122 

frações, as quais foram analisadas por CCD. As frações que apresentaram semelhanças 

cromatográficas foram reunidas, re-cromatografadas em CCD e em seguida evaporadas a 

temperatura ambiente. As frações foram denominadas de FH-1 à FH-122 (Fluxograma 3, p. 

66) pesadas e mantidas em freezer (-10 oC). 

 

3.1.5.4 Isolamento da substância bioativa a partir da fração hexano 

 

A substância pura foi obtida a partir do fracionamento da fração hexano (Fluxograma 

2B). As frações de interesse FH-9 a FH-12 com identidade cromatográfica foram reunidas, 

obtendo-se a subfração F1.12 (58,2 mg). A subfração foi analisada em CCD, utilizando como 

fase móvel Hexano: Acetato de etila (95:5), a cromatoplaca foi visualizada através de 

radiação UV; e após a revelação, com reativo de Godan (Fluxograma 3). A subfração F1.12 

foi identificada pelas análises espectrométricas descritas em 3.1.3 e por comparação com os 

dados registrados na literatura como sendo uma cumarina (substância pura). Em seguida foi 

submetida aos ensaios leishmanicidas. 
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Fase Móvel da CC: FM1 = Hexano; FM2 = Hexano:Diclorometano (98:2); FM3 = 
Hexano:Diclorometano (95:5); FM4 = Hexano:Diclorometano (90:10); FM5 = 
Hexano:Diclorometano (80:20); FM6 = Hexano:Diclorometano (50:50); FM7 = Diclorometano; FM8 
= Diclorometano:Acetato de etila (98:2); FM9 = Diclorometano:Acetato de etila (95:5); FM10 = 
Diclorometano:Acetato de etila (90:10); FM11 = Diclorometano:Acetato de etila (80:20); FM12 = 
Diclorometano:Acetato de etila (50:50); FM13 = Acetato de etila; FM14 = Metanol.  
 
 

Fluxograma 3 - Isolamento da substância bioativa a partir da fração hexano. 

Fração Hexano (F1) 

5,00 g 

CC (Sílica gel 60) 
 

Fluxograma 3 

FH - 1 FH - 9 FH - 122 

FM1 

FH - 12 

F1.12 
58,2 mg 
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3.1.5.5 Fracionamento da fração acetato de etila (F7) 

 

De acordo com a análise por CCD das frações obtidas a partir do extrato bruto residual 

solúvel em diclorometano (RF), a fração acetato de etila (F7) (2,26 g) foi selecionada para o 

estudo fitoquímico.  

A fração acetato de etila (F7) foi submetida ao processo de cromatografia em coluna 

por filtração utilizando como fase em estacionária resina SEPHADEX LH-20 pelo método 

isocrático, ou seja, como eluente foi utilizado somente Clorofórmio:Metanol (1:1). A fração 

foi solubilizada em Clorofórmio:Metanol (1:1) e aplicada em coluna de dimensões 1,5 x 25,0 

cm, (Fluxograma 2C, p. 64). Foram obtidas 84 frações, as quais foram analisadas em CCD. 

As frações que apresentaram semelhanças cromatográficas foram reunidas, re-

cromatografadas em CCD e em seguida evaporadas a temperatura ambiente. As frações foram 

denominadas de FH-1 à FH-84 (Fluxograma 4, p. 68) pesadas e mantidas em freezer (-10 oC). 

 

3.1.5.6 Isolamento da substância F7.53 

  

A substância F7.53 foi obtida a partir do fracionamento da fração acetato de etila (F7) 

(Fluxograma 2C, p. 64). As frações de interesse FH-48 a FH-53 apresentaram identidade 

cromatográfica e foram reunidas, obtendo-se a subfração F7.53 (276,4 mg). A subfração foi 

analisada em CCD, utilizando como fase móvel Clorofórmio:Acetona (1:1), a cromatoplaca 

foi visualizada através de radiação UV; e após a revelação, com reativo de Godan 

(Fluxograma 4, p. 68). A subfração F7.53 foi identificada pelas análises espectrométricas 

descritas em 3.1.3 e por comparação com os dados registrados na literatura como sendo o 

biflavonóide conhecido como Amentoflavona. Este em seguida foi submetida aos ensaios 

antileishmania. 
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Fase Móvel da CC: FM1 = Clorofórmio:Metanol (1:1) 
 
 

Fluxograma 4: Isolamento da substância F7.53 a partir da fração acetato de etila.

Fração Acetato de Etila (F7) 

2,26 g 

C.C. SEPHADEX LH20 
 

Fluxograma 4 

FAC - 1 FAC - 48 FAC - 84 FAC - 53 

F7.53 
276,5 mg 

FM1 
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3.2 ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA DA Calophyllum brasiliense. 

 

3.2.1 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DA C. brasiliense FRENTE À 

Leishmania (Viannia) braziliensis. 

 

3.2.1.1 Cultura das formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis 

(FERREIRA et al., 2004) 

 

 Para o estudo foram utilizadas formas promastigotas (extracelulares) da Leishmania 

(Viannia) braziliensis cepa MHOM/BR1987/M11272. As formas promastigotas foram 

cultivadas em frascos para cultura de células de 25cm2 até a fase log de crescimento utilizando 

o meio Drosophila de Schneider suplementado com soro fetal bovino a 10% (v/v) inativado 

por aquecimento (56 °C por 30 minutos). O meio foi esterilizado por filtração em membrana 

com porosidade de 0,22 µm. As culturas foram mantidas em estufa B.O.D (FANEM modelo 

347 F) a 25 °C. Para os experimentos, as formas promastigotas foram ressuspensas em meio 

fresco e contadas em câmara de Neubauer, ajustando a concentração destas a 4x106 

células/mL. Para a manutenção das culturas de protozoários, estes foram submetidos a 

repiques semanais.  

 

3.2.1.2 Avaliação da atividade antileishmania do Calophyllum brasiliense frente ao 

crescimento de formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis (FERREIRA 

et al., 2004) 

 

 Para avaliar o efeito dos extratos (RF) e (LF), da fração (F1) e das substâncias puras 

(F1.12) e (F7.53) sobre o crescimento das formas promastigotas da Leishmania (V.) 
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braziliensis, foram pesados 5mg e diluídos em 500 µL de DMSO (dimetilsulfóxido – SIGMA 

CHEMICAL Co, St Louis, MO, USA) e a partir desta solução estoque foram preparadas 

concentrações de 320 µg/mL a 0,125 µg/mL e estas foram adicionadas às culturas de formas 

promastigotas contendo 4x106 células/mL na fase log (exponencial) de crescimento, ou seja 

72 horas após subcultivo. Estas culturas de formas promastigotas foram suplementadas com 

10% de soro fetal bovino inativado e incubadas em repouso a 25 °C em estufa por 24 horas. 

Os experimentos foram realizados em placa de 96 poços (TPP). O crescimento foi avaliado 

após incubação 24 horas, através da diluição da cultura de protozoários em formalina 5% e 

contagem das células em hemocitômetro (câmara de Neubauer). As contagens foram 

comparadas com os controles. Como parâmetros de comparação foram preparados os 

controles de cultura dos protozoários sem adição dos extratos, da fração ou das substâncias, e 

com adição de pequenos volumes de DMSO utilizados para solubilizar os extratos, a fração e 

as substâncias a serem testadas, onde a maior concentração utilizada não ultrapassou 1,0% 

(v/v). Também foi utilizado como droga referência o Isetionato de pentamidina (Eurofarma). 

Os experimentos foram realizados em triplicata em momentos diferentes.  

 

3.2.1.3 Análise estatística 

 

A DL50 foi determinada por análises de regressão linear da porcentagem de inibição, 

com limite de 10%, utilizando o programa Microsoft Office Excel 2003, Windows XP 

(FERREIRA et al., 2004). 
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3.2.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DA C. brasiliense FRENTE À 

Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

 

3.2.2.1 Cultura das formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

  

 Para o estudo foi utilizada a cepa de Leishmania (Leishmania) amazonensis 

(MHOM/BR/75/JOSEFA), que foi originalmente isolada pelo Dr. César A. C. Cuba 

(Universidade Federal de Brasília, Distrito Federal, DF) de um paciente com leishmaniose 

cutânea difusa.  

 As formas promastigotas foram cultivadas e mantidas como descrito por Chang e 

Hendricks (1985). Para o cultivo foram utilizados frascos para cultura de células de 25 cm2 

contendo meio Warren (infusão de cérebro e coração DIFCO® + hemina + ácido fólico) pH 

7,0 esterilizado por autoclavação a 121 oC por 15 minutos, suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (GIBCO®), inativado a 56 oC por 30 minutos. As culturas foram mantidas em 

estufa B.O.D. (FANEM modelo 347 F) a 25 °C. Para a manutenção da cultura de 

protozoários, estas foram submetidas a repiques semanais e para os experimentos, foram 

utilizadas culturas na fase logarítmica de crescimento, ou seja, 48 horas de incubação após 

subcultivo. 

  

3.2.2.2 Cultura das formas amastigotas axênicas de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis. 

  

 Para o estudo as formas amastigotas axênicas foram cultivadas e mantidas em frascos 

para cultura de células de 25 cm2 contendo meio de Schneider (SIGMA) pH 4,6 esterilizado 
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por filtração em membrana com porosidade de 0,22 µm, suplementado com 20% de soro fetal 

bovino, inativado a 56 oC por 30 minutos. As culturas foram mantidas em estufa B.O.D a 32 

°C. Para a manutenção da cultura de protozoários, estas foram submetidas a repiques 

semanais e para os experimentos, foram utilizadas culturas na fase logarítmica de 

crescimento, ou seja, após 72 horas de incubação após subcultivo. 

 

3.2.2.3 Preparo das soluções estoque das drogas. 

 

Para o preparo de uma solução de 16 mg/mL do extrato (RF) e da fração hexano (F1) 

da C. brasiliense, foram pesados exatamente 16 mg da amostra em tubos Eppendorf estéril, 

adicionou-se 100 µL  de DMSO (dimetilsulfóxido – SIGMA CHEMICAL Co, St Louis, MO, 

USA) e agitou-se vigorosamente em agitador Vortex até a dissolução completa. 

Completou-se o volume para 1000 µL com 900 µL de meio de cultura, obtendo-se assim uma 

solução estoque do extrato e da fração que foram utilizadas nos experimentos, a partir das 

quais foram preparadas as demais concentrações.  

Para o preparo da solução estoque 1,0 mg/mL da substância purificada (F1.12) a partir 

da C. brasiliense, foi pesado exatamente 1,0 mg da amostra em tubos Eppendorf estéreis, 

adicionou-se 100 µL de DMSO, agitou-se vigorosamente em agitador Vortex até a 

dissolução completa. Completou-se o volume para 1000 µL com 900 µL de meio de cultura, 

obtendo-se assim uma solução estoque 1000 µg/mL da substância, a partir da qual foram 

obtidas as demais concentrações.   
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3.2.2.4 Avaliação da atividade antileishmania do Calophyllum brasiliense frente ao 

crescimento de formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

  
 Para avaliar a atividade do extrato (RF) e da fração hexano (F1) e da substância 

(F1.12) frente ao crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis, várias 

concentrações do extrato, da fração e da substância foram adicionadas ao meio de cultura 

contendo 1,0 x 106 protozoários/mL na fase exponencial de crescimento, obtendo-se as 

seguintes concentrações finais, para (RF) e (F1) (160, 80, 40, 20, 10 µg/mL) e para (F1.12) 

(40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 µg/mL). Para estabelecer um parâmetro de comparação, foram 

utilizados como controles, culturas de protozoários sem adição de extrato, fração ou 

substância pura e culturas com adição de pequenos volumes de DMSO utilizados para 

solubilizar o extrato, a fração e a substância, onde a maior concentração utilizada não 

ultrapassou 1,0% (v/v). Nos experimentos as culturas das formas promastigotas foram 

suplementadas com 10% de soro fetal bovino e incubadas a 25 oC. Estes experimentos foram 

realizados em placas de 24 poços (TPP) e incubados em repouso por um período de até 72 

horas. O crescimento foi avaliado 24, 48 e 72 horas após incubação, através da diluição da 

cultura de protozoários em formalina 5% e contagem das células em hemocitômetro (câmara 

de Neubauer). Os experimentos foram realizados em triplicata em três momentos diferentes. 

 

3.2.2.5 Avaliação da atividade antileishmania do Calophyllum brasiliense frente ao 

crescimento de formas amastigotas axênicas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

  
 Para avaliar a atividade do extrato (RF) e da fração hexano (F1) e da substância 

(F1.12) frente ao crescimento das formas amastigotas (axênicas) de L. amazonensis, várias 

concentrações do extrato, da fração e da substância foram adicionadas ao meio de cultura 

contendo 1,0 x 106 protozoários/mL na fase exponencial de crescimento, obtendo-se as 
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seguintes concentrações finais, para (RF) (160; 80; 40; 20; 10; 5; 1 µg/mL), para (F1) (80; 40; 

20; 10; 5; 1; 0,5 µg/mL) e para (F1.12) (40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 µg/mL). Para 

estabelecer um parâmetro de comparação, foram utilizados como controles, culturas de 

protozoários sem adição de extrato, a fração ou substância pura e culturas com adição de 

pequenos volumes de DMSO utilizados para solubilizar o extrato, a fração e a substância, 

onde a maior concentração utilizada não ultrapassou 1,0% (v/v). As culturas das formas 

amastigotas foram suplementadas com 20% de soro fetal bovino e incubadas a 32 oC. Estes 

experimentos foram realizados em placas de 24 poços e incubados a 32 oC em repouso por um 

período de até 72 horas. O crescimento foi avaliado diariamente 24, 48 e 72 horas após 

incubação, através da diluição da cultura de protozoários em formalina 5% e contagem das 

células em hemocitômetro (câmara de Neubauer). Os experimentos foram realizados em 

triplicata em três momentos diferentes. 

 
  
3.2.3 Estudo da citotoxicidade da substância pura (F1.12) em macrófagos J774G8 

 

3.2.3.1 Cultura de macrófagos J774G8 

  

 Os macrófagos da linhagem contínua J774G8 foram cultivados em frascos de cultura 

de células de 25 cm2 em meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO®) pH 7,2; o qual foi 

previamente esterilizado por processo de filtração em membrana com porosidade de 0,22 µm. 

O meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por 30 minutos a 56 oC e as 

culturas foram mantidas em estufa (FISCHER SCIENTIFIC) à temperatura de 37 oC e sob 

tensão de 5% de CO2. O meio de cultura suplementado com soro fetal bovino foi substituído 

diariamente nas culturas de células. Para a manutenção das culturas de macrófagos, estas 

foram repicadas de 3 em 3 dias.  
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3.2.3.2 Ensaio de citotoxicidade em macrófagos J774G8 

  

 Para verificar a toxicidade da substância pura (F1.12) foram utilizados macrófagos de 

linhagem contínua J774G8. O experimento foi realizado em placas de 96 poços, onde foram 

adicionados 5 x 104 macrófagos/poço e então incubados com RPMI-1640 pH 7,2, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino por 24 horas a 37 oC e sob tensão de 5% de CO2, 

para haver a formação de uma monocamada confluente de células. Após a formação da 

monocamada de células, foi retirado o meio colocado no dia anterior e foram adicionadas 

diferentes concentrações da substância (1000; 500; 250; 100; 50; 25; 10; 5; 1; 0,5 µg/mL). 

Após 48 horas de incubação em estufa a 37 oC e sob tensão de 5% de CO2, as células viáveis 

foram quantificadas pelo método colorimétrico da sulforrodamina B como descrito por 

Papazisis et al. (1997). Para proceder a quantificação o meio foi retirado dos poços e a células 

que ficaram aderidas foram fixadas adicionando-se 50 µL/poço de ácido tricloroacético 10%, 

sendo a microplaca foi mantida por 1 hora a 4 oC, após os poços foram lavados em água 

corrente, e foram adicionados 50 µL/poço de sulforrodamina B (0,4% p/v em solução de 

ácido acético 1%), sendo a microplaca protegida da luz e mantida por 30 minutos a 4 oC, logo 

após os poços foram lavados com solução de ácido acético 1% e foi adicionados 150 µL/poço 

de Trisbase 10 mM, a microplaca foi agitada durante 15 minutos e a leitura procedida com o 

auxílio de um leitor de Elisa (modelo POWER WAVE XS), em comprimento de onda de 530 

nm. Como parâmetro de comparação foi preparado um branco contendo somente meio de 

cultura RPMI 1640, um controle de células sem adição da substância e um controle de células 

com a adição de pequenos volumes de DMSO utilizados para solubilizar os a substância 

testada, onde a maior concentração utilizada não ultrapassou 1,0% (v/v). Este experimento foi 

realizado em triplicata e em três momentos diferentes. 
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3.2.4 Análise das alterações ultraestruturais em formas promastigotas de L. amazonensis 

(SOUZA, 1998). 

 

Para a avaliação das alterações ultraestruturais promovidas pela substância (-) 

mammea A/BB sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, os protozoários controle e 

tratados com CI50 (3,0 µg/mL) e CI90 (5,0 µg/mL) da substância (-) mammea A/BB isolada da 

C. brasiliense foram processados para microscopia eletrônica de transmissão. Desta forma, as 

suspensões contendo 1,0 x 106 protozoários/mL não tratada ou tratada com CI50 (3,0 µg/mL)  

e CI90 (5,0 µg/mL) da substância foram cultivadas em meio Warren pH 7,0 suplementado com 

10% de soro fetal bovino inativado e incubadas durante 72 horas em estufa B. O. D. 25 oC, 

após estas culturas foram centrifugadas (300 G por 10 minutos) e o sobrenadante  retirado e 

então o sedimento contendo os protozoários foi fixado a 4 oC em solução de glutaraldeído 

2,5% em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,2). Após a fixação, os protozoários foram pós 

fixados por 30 minutos em uma solução com 1% de tetróxido de ósmio e 0,8% de ferrocianeto 

de potássio em tampão cacodilato 0,1 M. Posteriormente, foram lavados com tampão 

cacodilato, desidratados em concentrações crescentes de acetona e embebido em resina Epon. 

Cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrótomo (REICHTER) coletados em grade de 

níquel (300 mesh) e então contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e 

observados ao microscópio eletrônico de transmissão Zeiss 900. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 ESTUDO QUÍMICO 

 

4.1.2 Determinação Estrutural da substância com atividade biológica (F1.12). 

  

A fração F1.12 (58,2 mg) foi isolada por cromatografia em coluna de sílica a partir da 

fração hexano obtida do extrato residual das folhas da C. brasiliense solúvel em 

diclorometano (RF) (fluxograma 3, p. 66). Esta fração foi identificada pelas análises dos 

dados espectrométricos e espectroscópicos como sendo a substância (-) mammea A/BB, no 

entanto, esta estrutura já havia sido proposta em um trabalho anterior e os dados físicos, 

espectroscópicos e espectrômetricos estão de acordo com os dados publicados por Gasparotto-

Júnior et al. (2005). A (-) mammea A/BB é uma substância cristalina de cor branca, ponto de 

fusão 124-125oC, [α]D= -10 (CHCL3, c 0,14), UV λmax  em CHCl3, nm (log ε): 240 (4,43), 

289 (4,28) e 334 (4,31); IV νmáx cm-1: 3440, 2974, 2926, 2845, 1733, 1617, 1597, 1555, 1391, 

1229, 1185; ESI-MS/MS: m/z (int. rel. %): 405 [M-H]- (24), 333 (36), 305 (51), 277(100); 

ESI-MS: m/z (int. rel. %): 405 [M-H]- (100); RMN de 1H, RMN de 13C, COSY, DEPT, 

HMQC e HMBC (GASPAROTTO-JÚNIOR et al. (2005)) 

 

 

 

 

 

 

 
(-) mammea A/BB 
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4.1.3 Determinação Estrutural da substância F7.53. 

  

A substância F7.53 (276,4 mg) foi isolada da fração acetato de etila obtida a partir do 

extrato residual das folhas da C. brasiliense, solúvel em diclorometano (RF) (Fluxograma 4, 

p. 68). 

A comparação dos dados espectrométricos RMN 1H e RMN 13C obtidos com os 

valores RMN 13C relatados na literatura (MARKHAM et al.,1987), assim como os demais 

dados espectrométricos permitiu a caracterização da substância F7.53 isolada do C. 

brasiliense como sendo um biflavonóide, a amentoflavona que apresenta como fórmula 

molecular C30H18O10 . 

No espectro de massas da substância F7.53 (Figura 3, p. 89) podemos observar o íon 

pseudo-molecular sendo detectado a m/z  537 [M-H]-, após ionização por desprotonação 

utilizando interface APCI no modo negativo (Figura 3A, p. 89). O espectro de massas tanden 

MS/MS foi obtido por desprotonação utilizando eletrospray (ESI) no modo negativo e foi 

observada a formação dos íons filhos (Figura 3B, p. 89) a partir do íon pseudo-molecular m/z 

537 [M-H]-, os fragmentos iônicos a m/z 375 (100,0% abundância), m/z 443 (13,3%), m/z 417 

(31,5%) e a m/z 399 (17,57%) foram formados por perda dos seguintes grupos [C9H6O3], 

[C6H5O] mais um hidrogênio, [C8H6O] mais dois hidrogênios e [C7H4O3]
 mais dois 

hidrogênios, respectivamente.  

 O espectro de RMN de 
1H (300 MHz, DMSO-d6) (Tabela 2, p. 80; Figura 4, p. 90; 

Figura 5, p. 91 e Figura 6, p. 92 ) da substância F7.53 apresentou dois singletos que foram 

atribuídos aos hidrogênios de duas hidroxilas uma com δH 12,96 ppm ligada ao C-5 e uma 

com δH 13,09 ppm ligada ao C-5’’. Os sinais dos hidrogênios destas hidroxilas foram 

visualizados, pois estes fazem ponte com o oxigênio do C-4 e do C-4’’ respectivamente, já as 

demais hidroxilas não apresentam os sinais dos prótons no espectro por serem muito ácidas, 
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havendo troca rápida de prótons com o solvente. Outros dois sinais de singleto foram 

visualizados e atribuídos a dois hidrogênios oleifínicos H-3 e H-3’’ com δH 6,82 ppm e δH 

6,78 ppm respectivamente. Nos espectros foram observados vários sinais de carbonos 

metínicos na região dos aromáticos atribuídos aos H-6: δH 6,17 ppm d (J= 2,1 Hz); H-8: δH 

6,45 ppm d (J=2,1 Hz); H-2’: δH 7,99 ppm d (J=2,1Hz); H-5’: δH 7,14 ppm d (J=9,3 Hz); H-

6’: δH 8,01 ppm dd (J=9,3 Hz; J=2,1 Hz); H-6’’: δH 6,39 ppm, s; H-2’’’: δH 7,55 d (J= 9 Hz; 

2H); H-3’’’: δH 6,70 ppm d ( J= 9 Hz; 2H); H-5’’’: δH 6,70 ppm d ( J= 9 Hz; 2H) e H-6’’’: δH 

7,55 ppm d ( J= 9 Hz; 2H). O H-6 e o H-8 estão acoplando na posição meta; o H-6’ está 

acoplando em orto com o H-5’ e em meta com o H-2’. O H-6’’’está acoplando em orto com o 

H-5’’’; e o H-2’’’ está acoplando em orto com o H-3’’’. O H-6’’’ apresenta o mesmo 

deslocamento químico que o H-2’’’ e o H-3’’’ apresenta mesmo deslocamento químico que o 

H-5’’’, por serem hidrogênios quimicamente idênticos.  

As correlações 1H x 1H-COSY (300 MHz) observadas no espectro da substância F7.53  

(Figura 7, p. 93) estão mencionadas na Tabela 2 (p. 80). 
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Tabela 2: Dados de RMN 1H (δ em ppm) (300 MHz) em DMSO-d6 e correlações observadas 

no espectro 1H x 1H-COSY (300 MHz) para a substância F7.53.  

 

Hidrogênio F7.53 (δδδδH)* 
1H x 1H-COSY 

3 6,82 (s) - 

5-OH 12,96 (s) - 

6 6,17 (d, J= 2,1Hz) H-6, H-8 

8 6,45 (d, J= 2,1Hz) H-8, H-6 

2’ 7,99 (d, J= 2,1Hz) H-2’, H-6’ 

5’ 7,14 (d, J= 9,3Hz) H-5’, H-6’ 

6’ 8,01 (dd, J= 9,3Hz; 2,1Hz) H-6’, H-2’, H-5’ 

3’’ 6,78 (s) - 

5’’-OH 13,09 (s) - 

6’’ 6,39 (s)  - 

2’’’ 7,55 (d, J= 9Hz) H-2’’’, H-3’’’ 

3’’’ 6,70 (d, J= 9Hz) H-3’’’, H-2’’’ 

5’’’ 6,70 (d, J= 9Hz) H-5’’’, H-6’’’ 

6’’’ 7,55 (d, J= 9Hz) H-6’’’, H-5’’’ 

*Os valores de δH (ppm) e J (em Hz) foram calculados do espectro unidimensional (1D) de 

RMN 1H e (2D) de  1H x 1H - COSY 
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O espectro de RMN 13C (Tabela 3, p. 82; Figura 8, p. 94), apresentou 30 sinais de 

deslocamento químico que foram atribuídos à substância F7.53 por comparação com o 

modelo proposto na literatura para a Amentoflavona (MARKHAM et al.,1987) (Tabela 3, p. 

82). A multiplicidade destes carbonos foi verificada através da análise de DEPT 90o e 135o 

(Figura 9, p. 95). No espectro de RMN 13C os sinais δC 161,7; 163,9; 159,7; 160,8; 162,0; 

160,7 ppm foram atribuídos aos C-5, C-7, C-4’, C5’’, C7’’e C4’’’ os quais estão ligados à 

hidroxila. Os sinais δC 181,9 e 182,3 ppm foram atribuídos aos carbonos carbonílicos α,β 

insaturados C-4 e C-4’’ respectivamente. Os sinais δC 164,0; 157,6; 104,1; 120,2; 121,6; 

164,3; 103,9; 154,7; 103,9 e 121,2 ppm foram atribuídos aos carbonos quaternários C-2, C-9; 

C-10; C-1’, C-3’, C2’’, C8’’, C-9’’, C-10’’e C-1’’’ respectivamente. Os C-2, C-9, C2’’ e C-

9’’ apresentam um deslocamento químico em campo mais baixo, pois estão mais 

desblindados devido a ligação com átomos de oxigênio. Os sinais δC 99,1; 94,2; 128,0; 116,4; 

131,6; 98,8; 128,4; 116,0; 116,0 e 128,4 ppm foram atribuídos aos carbonos metínicos na 

região dos aromáticos C-6, C-8, C-2’, C-5’, C-6’, C-6’’, C-2’’’, C-3’’’, C-5’’’e C-6’’’. Os 

carbonos que estão fazendo ligação com um carbono ligado à hidroxila apresentam 

deslocamento químico para campo mais alto. Os sinais δC 103,2 e 102,8 ppm foram atribuídos 

aos carbonos oleifínicos C-3 e C3’’.  
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Tabela 3: Dados de RMN 13C (δ em ppm) (75,5 MHz) em DMSO-d6 para a substância F7.53 

e do modelo amentoflavona (MARKHAM et al.,1987).  

Carbono Amentoflavona (δC)* F7.53 (δC)* 
2 164,1a 164,0 
3 103,2b 103,2 
4 181,9c 181,9 
5 161,6 161,7 

5-OH   
6 98,8d 99,1 
7 163,9e 163,9 
8 94,2 94,2 
9 157,6 157,6 
10 104,0 104,1 
1’ 120,3 120,2 
2’ 127,9 128,0 
3’ 121,7f 121,6 
4’ 159,6 159,7 
5’ 116,4 116,4 
6’ 131,6 131,6 
2’’ 164,3a 164,3 
3’’ 102,8b 102,8 
4’’ 182,2c 182,3 
5’’ 160,8 160,8 

5’’-OH   
6’’ 99,1d 98,8 
7’’ 161,9e 162,0 
8’’ 104,1 103,9 
9’’ 154,7 154,7 
10’’ 104,0 103,9 
1’’’ 121,4f 121,2 
2’’’ 128,3 128,4 
3’’’ 116,0 116,0 
4’’’ 161,1 160,7 
5’’’ 116,0 116,0 
6’’’ 128,3 128,4 

*Os sinais de carbonos quaternários e metínicos foram reconhecidos pela análise comparativa 
dos espectros de DEPT 135o e 90o, 1H x 13C-HSQC e 1H x 13C-HMBC. 
a,b,c,d,e,f são sinais de carbonos que podem ser intercambiáveis. 
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As correlações entre carbono e hidrogênio a uma ligação (1JCH) foram observadas no 

espectro de 1H x 13C-HSQC (Figura 10, p. 96) e estão descritas na tabela 4 (p. 85). Analisando 

o espectro observamos as correlações do hidrogênio δH 6,82 ppm, s, com o carbono olefínico 

C-3 (δC 103,2 ppm); do hidrogênio δH 6,17 ppm d (J=2,1 Hz) com o carbono metínico do anel 

aromático C-6 (δC 99,1 ppm); do hidrogênio δH 6,45 ppm d (J=2,1 Hz) com o carbono 

metínico do anel aromático C-8 (δC 94,2 ppm); do hidrogênio δH 7,99 ppm d (J=2,1 Hz) com 

o carbono metínico do anel aromático C-2’ (δC 128,0 ppm); do hidrogênio δH 7,14 ppm d 

(J=9,3 Hz) com o carbono metínico do anel aromático C-5’ (δC 116,4 ppm); do hidrogênio δH 

8,01 ppm dd (J=9,3; 2,1 Hz) com o carbono metínico do anel aromático C-6’ (δC 131,65 

ppm); do hidrogênio δH 6,78 ppm, s, com o carbono oleifínico C-3’’ (δC 102,8 ppm); do 

hidrogênio δH 6,39 ppm, s, com o carbono metínico do anel aromático C-6’’ (δC 98,8 ppm); 

do hidrogênio δH 7,55 ppm d (J=9,0 Hz) com o carbono metínico do anel aromático C-2’’’ 

(δC 128,4 ppm); do hidrogênio δH 6,70 ppm d (J=9,0 Hz) com o carbono metínico do anel 

aromático C-3’’’ (δC 116,0 ppm); do hidrogênio δH 6,70 ppm d (J=9,0 Hz) com o carbono 

metínico do anel aromático C-5’’’ (δC 116,0 ppm); do hidrogênio δH 7,55 ppm d (J=9,0 Hz) 

com o carbono metínico do anel aromático C-6’’’ (δC 128,4 ppm). 

As correlações a longa distância a duas, três e quatro ligações (2
JCH, 

3
JCH e 4JCH) foram 

estabelecidas a partir da análise dos espectros de 1H x 13C-HMBC (Tabela 4, p. 85; Figura 11 

e 12, p. 97 e 98). Os espectros demonstraram as correlações dos hidrogênios H-8 e H-3 com o 

carbono C-4 (δC 181,9 ppm); bem como do hidrogênio da hidroxila ligada ao carbono 5 (5-

0H) e do hidrogênio H-8 com o carbono C-5 (δC 161,7 ppm); foram observadas também 

correlações do hidrogênio da hidroxila (5-OH) e do hidrogênio H-8 com o carbono C-6 (δC 

99,1 ppm), do hidrogênio H-8 com o carbono C-7 (δC 163,9 ppm), do hidrogênio H-6 com o 

carbono C-8 (δC 94,2 ppm); do hidrogênio H-8 com o carbono C-9 (δC 157,6 ppm); dos 
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hidrogênios H-6, H-3, H-8 e do hidrogênio da hidroxila (5-OH) com o carbono C-10 (δC 

104,1 ppm), foram observadas também correlações o hidrogênio H-5’ com o carbono C-1’ (δC 

120,17 ppm); dos hidrogênios H-3, H-5’ e H-6’ com o carbono C-2’ (δC 128,0 ppm); do H-2’ 

com o carbono C-6’ (δC 131,6 ppm); dos hidrogênios H-3’’, H-2’’’, H-3’’’, H-5’’’ e H-

6’’’com o carbono C-2’’ (δC 164,3 ppm); do hidrogênio H-3’’ com o carbono C-4’’ (δC 182,3 

ppm); do hidrogênio da hidroxila ligada ao carbono 5’’ (5’’-OH) com os carbonos C-5’’ (δC 

160,8 ppm) e C-6’’ (δC 98,8 ppm); também foram estabelecidas as correlações do hidrogênio 

H-2’ com o carbono C-7’’ (δC 162,0 ppm); do hidrogênio H-6’’ com o carbono C-8’’ (δC 

103,9 ppm), dos hidrogênios H-6’’, H-3’’ e do hidrogênio da hidroxila (5’’-OH) com o 

carbono C-10’’ (δC 103,9 ppm); dos hidrogênios H-3’’’, H-3’’ e H-5’’’ com o carbono C-1’’’ 

(δC 121,2 ppm); dos hidrogênios H-2’’’ e H-6’’’ com o carbono C-4’’’ (δC 160,7 ppm); e por 

fim os hidrogênio H-3’’’ e H-3’’ estão se correlacionando com o carbono C-6’’’ (δC 128,4 

ppm). As correlações a longa distância entre os hidrogênios das hidroxilas (5-OH e 5’’-OH) e 

os carbonos, descritas anteriormente, possibilitaram a atribuição correta dos deslocamentos 

químicos de hidrogênio de ambas (Figura 11, p. 97). 

Markham et al. (1987) por análises de RMN 13C atribuíram os deslocamentos 

químicos aos carbonos da amentoflavona, no entanto, no modelo proposto por estes autores, 

alguns deslocamentos químicos de carbonos C-2 e C-2’’; C-3 e C-3’’; C-4 e C-4’’; C-6 e C-

6’’; C-7 e C-7’’, C-3’ e C-1’’’ foram considerados intercambiáveis (Tabela 3, p. 82). 

Entretanto, no presente trabalho, através de análises utilizando técnicas modernas, as quais 

correlacionam hidrogênios e carbonos a longa distância, 1H x 13C-HMBC (Tabela 4, p. 85; 

Figura 11 e 12, p. 97 e 98), foi possível estabelecer inequivocamente, os deslocamentos 

químicos corretos de todos os carbonos que antes eram considerados pela literatura, como 

intercambiáveis. 
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Tabela 4: Interações de átomos de hidrogênio e carbono de uma ligação (1JCH) e a longa 

distância (2
JCH, 

3
JCH e 4

JCH) observados nos espectros bidimensionais de correlação 

heteronuclear 1H x 13C-HSQC (300 MHz) e 1H x 13C-HMBC (300 e 400 MHz), em DMSO da 

substância F7.53. Deslocamentos químicos (δC e δH) em ppm. 

          1Hx 13C-HSQC 1Hx 13C-HMBC 
 Carbono (δδδδC)* (δδδδH)*  

2 164,0   
3 103,2 6,82 (s)  
4 181,9  H-8; H-3 
5 161,7  H-8; 5-OH 

5-OH -   
6 99,1 6,17 (d, J= 2,1Hz) 5-OH; H-8 
7 163,9  H-8 
8 94,2 6,45 (d, J= 2,1Hz) H-6 
9 157,6  H-8 
10 104,1  H-6; H-3; H-8; 5-OH 
1’ 120,2  H-5’ 
2’ 128,0 7,99 (d, J= 2,1Hz) H-3; H-5’;H-6’ 
3’ 121,6   
4’ 159,7   
5’ 116,4 7,14 (d, J= 9,3Hz)  
6’ 131,6 8,01 (dd, J= 9,3Hz; 2,1Hz) H-2’ 
2’’ 164,3  H-3’’; H-2’’’; H-3’’’; H-5’’’; 

H-6’’’ 
3’’ 102,8 6,78 (s)  
4’’ 182,3  H-3’’ 
5’’ 160,8  5’’-OH 

5’’-OH -   
6’’ 98,8 6,39 (s) 5’’-OH 
7’’ 162,0  H-2’ 
8’’ 103,9  H-6’' 
9’’ 154,7   
10’’ 103,9  H-6’’; 5’’-OH; H-3’’ 
1’’’ 121,2  H-3’’; H-5’’’, H-3’’’ 
2’’’ 128,4 7,55 (d, J= 9Hz) H-3’’’; H-3’’ 
3’’’ 116,0 6,70 (d, J= 9Hz)  
4’’’ 160,7  H-2’’’;H-6’’’ 
5’’’ 116,0 6,70 (d, J= 9Hz)  
6’’’ 128,4 7,55 (d, J= 9Hz) H-3’’’; H-3’’ 
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Na caracterização do extrato residual solúvel em diclorometano (RF) por CLAE-EM 

(Figura 13, p. 99) foi possível identificar com precisão que as substâncias amentoflavona 

(SILVA et al., 1995) e (-) mammea A/BB (GASPAROTTO-JÚNIOR et al., 2005) estão 

presentes no extrato RF. Através do cromatograma obtido por CLAE-UV (Figura 13A, p. 99) 

observamos dois picos mais abundantes, um no tempo de retenção de aproximadamente 15,0 

minutos atribuído à substância amentoflavona (2) e um no tempo de retenção de 

aproximadamente 29,5 minutos atribuído à substância (-) mammea A/BB (1). Para 

caracterizar estas substâncias no extrato (RF) foram obtidos o cromatograma dos íons totais 

(TIC) (Figura 13B, p. 99), o cromatograma dos íons extraídos (CIE) (Figura 13C, p. 99) e os 

espectros de massa das substâncias por APCI no modo negativo (Figura 13D, p. 99). Segundo 

Silva et al. 1995 a substância amentoflavona apresenta peso molecular de 538 u. m. a. e 

segundo Gasparotto-Júnior et al. 2005 o peso molecular da substância (-) mamea A/BB é 406 

u. m. a. O pico do biflavonóide amentoflavona (2) não era observado no cromatograma dos 

íons totais, por isto utilizou-se o cromatograma dos íons extraídos que é uma técnica útil para 

separar pico de m/z definido e melhorar sua resolução, separando-o de possíveis 

contaminantes presentes no cromatograma de íons totais, desta forma o pico da 

amentoflavona (2) pôde ser observado no cromatograma dos íons extraídos a m/z 537 no 

tempo de retenção de aproximadamente 15,0 minutos (Figura 13, p. 99). Já o pico da 

cumarina (-) mammea A/BB (1) pode ser observado no cromatograma de íons totais no tempo 

de retenção de aproximadamente 29,5 minutos, no entanto também pode ser observado no 

cromatograma de íons extraídos a m/z 405 no mesmo tempo de retenção que no 

cromatograma dos íons totais, porém o pico apresenta melhor resolução (Figura 13, p. 99).  

O perfil cromatográfico obtido para o extrato (RF) permite sua padronização, para fins 

de controle de qualidade, contribuindo para a futura utilização deste extrato bruto no 

tratamento da leishmaniose como alternativa a utilização da substância (-) mammea A/BB. 
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Através da análise dos dados espectrométricos foi possível a identificação das duas 

substâncias isoladas a partir do extrato residual (RF) solúvel em diclorometano das folhas da 

C. brasiliense a (-) mammea A/BB e a amentoflavona. Crombie et al. (1967) isolaram pela 

primeira vez a (±) mammea A/BB das folhas da Mammea americana, entretanto Gasparotto-

Júnior et al. (2005) isolaram pela primeira vez das folhas da C. brasiliense a (-) mammea 

A/BB e esta apresentou atividade moluscicida frente ao caramujo Biomphalaria glabrata. 

Crombie et al. (1987) propuseram a síntese da mistura racêmica da mammea A/BB bem como 

de outras cumarinas tipo mammea. As cumarinas tipo mammea isoladas de diferentes partes 

da C. brasiliense apresentam importantes atividades biológicas entre elas estão a atividade 

moluscicida (GASPAROTTO-JÚNIOR et al., 2004); atividade citotóxica para células 

tumorais humanas (REYES-CHILPA et al., 2004), antitumoral (ITO et al., 2003) e 

antibacteriana (REYES-CHILPA et al., 2004; YASUNAKA et al., 2005). As cumarinas tipo 

mammea isoladas da C. verticillatum também apresentaram atividade moluscicida 

(RAVENLOJATO et al., 1987) e as isoladas da C. dispar apresentaram atividade citotóxica 

(GUILET et al., 2001a). 

O biflavonóide amentoflavona é uma substância muito conhecida, tendo sido isolada 

de diversas plantas. Segundo Nielsen et al. (1988) a amentoflavona apresenta afinidade pelos 

receptores benzodiazepínicos comparável com a afinidade do diazepam, podendo a ligação 

ser competitiva e não competitiva.  Segundo Silva et al. (1995) a amentoflavona isolada a 

partir das folhas da Selaginella willdenowii não apresentou citotoxicidade frente à linhagem 

de células cancerígenas humanas. Suzuki et al. (1999) mostrou que a amentoflavona aumenta 

concentração dependente a liberação de Ca+2 do retículo sarcoplasmático do músculo 

esquelético de coelho, sendo esta atividade aproximadamente 20 vezes mais potente que a da 

cafeína, sugerindo que amentoflavona liga-se ao mesmo sítio de ligação da cafeína nos canais 

de Ca+2 e induz a liberação de Ca+2 do retículo sarcoplasmático. Banerjee et al. (2002) 
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demonstrou que a amentoflavona inibe a biossíntese cicloxigenase-2 e conseqëntemente a 

biossíntese das prostanglandinas E2, assim como inibiu a expressão da proteína indutora do 

óxido nítrico sintetase (iNOS). Yamaguchi et al. (2005) demostraram que a amentoflavona 

isolada a partir da Araucaria angustifolia protege o DNA plasmidial frente à quebra 

promovida pelos radicais livres (1O2) induzida por reação de Fentem ou por lipoperoxidação. 

Kang et al. (2005) mostraram que a amentoflavona exibiu importante neuroproteção frente à 

citotoxicidade induzida por estresse oxidativo e amilóide β, sugerindo o potencial terapêutico 

frente a doenças neurodegenerativas, incluindo derrame isquêmico e doença de Alzheimer’s. 

Sannomiya et al. (2005) testaram o extrato metanólico das folhas de Byrsonima crassa frente 

a ulceração induzida por HCl/etanol em ratos, e este reduziu a ulceração em 93 e 99% nas 

doses de 500 e 1000 mg/Kg respectivamente, o efeito antiulcerogênico foi devido a presença 

da amentoflavona. Hansen et al. (2005) demonstraram que a amentoflavona interagem com 

receptores GABAA ligando-se ao sítio para os benzodiazepínicos e também aos subtipos deste 

receptor, semelhante ao diazepam, agindo como antagonistas dos benzodiazepínicos clássicos. 

Woo et al. (2005) isolaram a amentoflavona da Selaginella tamariscina e sugeriram que 

amentoflavona apresenta atividade antiinflamatória, por inibir a produção de óxido nítrico 

concentração dependente e suprimir a expressão dos genes para a produção de 

lipopolissacarídeos e para indutor do óxido nítrico sintetase (iNOS) em macrófagos 

bloqueando a ativação NF-κB.  

A amentoflavona também foi isolada a partir das folhas da C. brasiliense (REYES-

CHILPA et al. 2004; DA SILVA et al. 2001) esta apresentou atividade analgésica (DA 

SILVA et al. 2001).  
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Figura 3: Espectro de massas da substância F7.53 utilizando interface APCI no modo 
negativo (A). Espectro de massas tanden (ESI-MS/MS) (B). 

A 
5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

2'''
3'''

5'''
6'''

5''

7'' 9''

10''
2''

3''
4''

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

2'''
3'''

5'''
6'''

5''

7'' 9''

10''
2''

3''
4''



 
90 

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

2'''
3'''

5'''
6'''

5''

7'' 9''

10''
2''

3''
4''



 
91 

 H-6’’ 

 H-3’’ 

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

2'''
3'''

5'''
6'''

5''

7'' 9''

10''
2''

3''
4''



 
92 

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

5'

9
4'''

1'''

6''

8''

4'

3'2'

6'

5
6

7
8

10
4 3

2

 

O

OOH

HO

OH

O

OOH

HO

OH

2'''
3'''

5'''
6'''

5''

7'' 9''

10''
2''

3''
4''



 93 

Figura 7: Espectro de 1H x 1H COSY da substância F7.53 (300 MHz, DMSO-d6). 
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Figura 10: Espectro de 1H x 13C- HSQC da substância F7.53 (300 MHz, DMSO-d6).   
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Figura 11: Espectros de 1H x 13C- HMBC da substância F7.53 (300 MHz, DMSO-d6).   
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Figura 12: Espectros de 1H x 13C- HMBC da substância F7.53 (400 MHz, DMSO-d6).   

 



 99 

Figura 13: A- cromatograma a 254 nm do extrato residual das folhas (RF) da C. 

brasiliense por CLAE (1) mammea A/BB (2) amentoflavona, B- cromatogramas 
de íons totais (TIC)  do extrato RF, C- cromatograma dos íons extraídos (CIE) do 
extrato RF e D- espectros de massas por APCI no modo negativo. 
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4.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

4.2.1 Estudo dos efeitos do Calophyllum brasiliense no crescimento das formas 

promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis. 

 

Os extratos brutos obtidos das folhas da C. brasiliense, bem como as substâncias 

isoladas foram avaliados quanto a sua atividade sobre o crescimento das formas promastigotas 

de Leishmania (Viannia) braziliensis nas concentrações de 320 µg/mL a 0,125 µg/mL. A dose 

letal para 50% das formas promastigotas (DL50) foi calculada após 24h de tratamento do 

cultivo com os extratos e substâncias purificadas (Tabela 5, p. 102). O extrato liofilizado das 

folhas (LF) não demonstrou efeitos significativos na inibição do crescimento das formas 

promastigotas DL50 > 320,0 µg/mL. No entanto, o extrato residual das folhas (RF), solúvel 

em diclorometano apresentou significante inibição do crescimento celular concentração-

dependente com DL50 = 59,8 µg/mL. Também foi observado que a adição de 320 e 160 

µg/mL do extrato (RF) ao meio de cultura promoveu um efeito inibitório do crescimento de 

100% após 24h de cultivo, já a adição das concentrações de 80 µg/mL e 40 µg/mL deste 

extrato ao meio inibiu, após 24h de incubação, 86% e 11% do crescimento dos protozoários, 

respectivamente (gráfico 1A, p. 103). Baseando-se na importante inibição do crescimento 

celular apresentada pelo extrato (RF) frente às formas promastigotas de L. braziliensis, este 

extrato foi estudado fitoquimicamente a fim de isolar e identificar a substância responsável 

pela atividade leishmanicida.  

Desta forma, a partir do extrato residual das folhas (RF) foram isoladas e identificadas 

a substância (-) mammea A/BB (F1.12) e a amentoflavona (F7.53). A substância 

amentoflavona não apresentou efeitos significativos na inibição do crescimento das formas 

promastigotas DL50 > 320,0 µg/mL. Já a substância (-) mammea A/BB apresentou 
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significante inibição do crescimento celular concentração-dependente, com DL50 = 23,95 

µg/mL (Gráfico 1B, p. 103), também foi observado que a adição da substância (-) mammea 

A/BB ao meio de cultura nas concentrações de 320 µg/mL,  160 µg/mL, 80 µg/mL, 40 

µg/mL, 20 µg/mL, 10 µg/mL e 5 µg/mL inibiu o crescimento celular em 97%, 90%, 74%, 

65,5%, 45%, 18% e 1,7% respectivamente, após 24 horas de incubação (Gráfico 1B, p. 103). 

 O crescimento do controle de protozoários tratados com no máximo 1,0% de DMSO 

foi idêntico ao controle sem qualquer tratamento em todos os experimentos, constatando que 

este solvente não influenciou na ação dos extratos e substâncias testadas. 

Por fim, os experimentos evidenciaram que o fracionamento e a purificação da 

substância (-) mammea A/BB melhorou gradualmente a atividade antileishmania de modo que 

a DL50 após 24 horas de cultivo, foi de 59,8 µg/mL para o extrato bruto (RF) e de 23,95 

µg/mL para a substância purificada (-) mammea A/BB. Porém, o extrato bruto (RF) nas 

concentrações de 320 a 80 µg/mL apresentou maior inibição do crescimento celular se 

comparado com a substância (-) mammea A/BB (Gráficos 1A e 1B, p. 103), isto pode ser 

devido a um efeito sinérgico entre substâncias presentes no extrato (RF). No entanto, nas 

concentrações menores que 40 µg/mL observamos que a substância (-) mammea A/BB 

apresentou maior inibição do crescimento celular em relação ao extrato (RF) (Gráficos 1A e 

1B, p. 103), isto pode estar relacionado com a depleção da(s) substância(s) ativa(s) do meio 

quando o extrato é utilizado em baixas concentrações, já que neste estão presentes muitas 

substâncias. Deste modo, este estudo foi o primeiro a evidenciar a importante atividade 

antileishmania do extrato da C. brasiliense e principalmente da substância pura (-) mammea 

A/BB.  
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Tabela 5: Efeito dos extratos e substâncias da C. brasiliense no crescimento de formas 

promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis.  

 

Extratos e substâcias isoladas DL50  (µµµµg/mL) 

LF > 320,0 

RF 59,8 

Amentoflavona > 320,0 

(-) mammea A/BB 23,95 

pentamidina* 0,6 

 

LF = extrato liofilizado das folhas da C. brasiliense; RF= resíduo do extrato etanólico solúvel 

em diclorometano. * fármaco antileishmania de referência. 
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Gráfico 1: Porcentagem de inibição do crescimento de formas promastigotas de 
Leishmania braziliensis após 24 horas de incubação. (A) extrato residual solúvel em 
diclorometano RF, (B) substância (-) mammea A/BB. Os valores representam a 
média de três experimentos independentes realizados em triplicata.   

B 
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4.2.2 Estudo dos efeitos do Calophyllum brasiliense no crescimento das formas     

promastigotas e amastigotas axênicas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

 

O extrato bruto residual das folhas da C. brasiliense (RF), a fração hexano (F1) e a 

substância pura (-) mammea A/BB obtidos a partir deste extrato foram avaliados quanto a sua 

atividade frente ao crescimento das formas promastigotas e amastigotas axênicas de 

Leishmania amazonensis, através da contagem do número de protozoários por mililitro de 

cultura nos tempos de 24, 48 e 72 horas após o tratamento, e o valor de CI50 foi considerado 

após 72 horas de tratamento.  

As formas promastigotas foram tratadas com as concentrações de 160; 80; 40; 20; 10 

µg/mL do extrato residual solúvel em diclorometano (RF) e este apresentou CI50 = 40 µg/mL 

(Tabela 6, p. 108), também observou-se que o extrato (RF) apresentou 90% de inibição do 

crescimento celular na concentração de 160 µg/mL logo após 24 h de incubação e manteve 

um percentual de inibição próximo a 100% até 72h após a adição deste extrato. Na 

concentração de 80 µg/mL o extrato (RF) apresentou, após 24h de incubação, um percentual 

de 80% de inibição de crescimento e este percentual aumentou para aproximadamente 95% de 

inibição até 72h de cultivo. Este extrato, ainda apresentou aproximadamente 50% de inibição 

na concentração de 40 µg/mL após 72h de tratamento, já na concentração de 20 µg/mL 

apresentou aproximadamente 20% de inibição até 48h de cultivo, porém este patamar 

diminuiu para 11% após 72h de incubação (Gráfico 2A, p.109), esta diminuição na inibição 

do crescimento durante o experimento pode estar relacionado com a depleção dos princípios 

ativos do meio. Baseando-se nestes resultados também foi realizado o tratamento das formas 

promastigotas com a fração hexano (F1) obtida a partir do extrato residual das folhas (RF) 

nas concentrações de 160; 80; 40; 20; 10 µg/mL e esta apresentou CI50 = 17,08 µg/mL após 

72h de incubação (Tabela 6, p. 108), também foi observado que a fração (F1) nas 
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concentrações de 160; 80 e 40 µg/mL apresentou inibição do crescimento celular próximo a 

90% após 24h de incubação e este patamar aumentou mantendo-se próximo a 100% até 72h 

de incubação. Na concentração de 20 µg/mL a fração (F1)  promoveu inibição do crescimento 

entre 40% e 50% durante 48h de incubação e de 60% após 72h de incubação, já esta mesma 

fração na concentração de 10 µg/mL inibiu somente cerca de 30% do crescimento celular 

após 72h incubação (Gráfico 2B, p.109).  

Deste modo, pôde-se observar uma maior eficácia da fração (F1) em relação ao extrato 

(RF) e, por conseguinte procedeu-se o fracionamento desta para a obtenção da substância 

biologicamente ativa. Desta forma, obteve-se a substância purificada (-) mammea A/BB, esta 

foi testada nas concentrações de 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 µg/mL e apresentou uma 

importante atividade inibitória sobre o crescimento das formas promastigotas com CI50 = 3,0 

µg/mL (Tabela 6, p. 108), também observou-se que as concentrações de 40 e 20 µg/mL 

apresentaram uma inibição de crescimento dos protozoários próximo a 90%, logo após 24h de 

incubação, durante o experimento o crescimento celular foi nulo e o percentual de inibição 

manteve-se próximo a 100% até 72h de tratamento. Já nas concentrações de 10 e 5 µg/mL, a 

substância (-) mammea A/BB apresentou após 24h de incubação, inibição do crescimento das 

promastigotas de aproximadamente 81% e 73%, respectivamente e estes percentuais 

aumentaram para ambas as concentrações, apresentando aproximadamente 95% de inibição 

até 72h de incubação. Esta substância ainda apresentou cerca de 35% de inibição na 

concentração de 2,5 µg/mL após 72h de incubação e em menores concentrações os efeitos 

foram insignificantes. (Gráfico 2C, p.109).  

Para avaliar a atividade da C. brasiliense frente às formas amastigotas axênicas, estas 

foram tratadas com as seguintes concentrações do extrato residual das folhas (RF) 160; 80; 

40; 20; 10; 5; 1 µg/mL, apresentando CI50 = 3,69 µg/mL, também pôde-se observar que nas 

concentrações de 80 e 40 µg/mL deste extrato apresentou efeitos líticos logo após 24h de 



 106 

tratamento, apresentando respectivamente, aproximadamente 75% e 65% de inibição do 

crescimento, no entanto, para ambas as concentrações durante o experimento estes percentuais 

aumentaram e mantiveram-se próximos de 90% de inibição. Na concentração de 20 µg/mL o 

extrato (RF) apresentou logo após 24h de incubação, cerca de 60% de inibição, no decorrer 

do experimento este patamar manteve-se próximo a 90% de inibição. Pórem, quando 

adicionou-se 10 µg/mL do extrato a inibição do crescimento foi de aproximadamente 50% 

após 24 horas de incubação, durante o experimento este percentual aumentou atingindo 

aproximadamente 80% de inibição. Já na adição de 5 µg/mL do extrato (RF) verificou-se um 

aumento na inibição do crescimento celular durante o experimento, e este atingiu um 

percentual próximo de 60% até 72h de incubação. No entanto, em concentrações menores a 

inibição do crescimento foi insignificante (Gráfico 3A, p. 110). Para avaliar a atividade da 

fração hexano (F1) utilizou-se as concentrações de 80; 40; 20; 10; 5; 1; 0,5 µg/mL, e esta 

fração apresentou CI50 = 3,25 µg/mL, também verificou-se que a adição de 80 e 40 µg/mL 

desta fração ao meio de cultura apresentou efeitos líticos sobre os protozoários logo após 24h 

tratamento, com percentual de inbição de 85% e 72%, respectivamente e para ambas as 

concentrações, estes percentuais aumentaram para aproximadamente 100% de inibição do 

crescimento celular, durante o experimento.  Na concentração de 20 µg/mL a inibição foi de 

45% logo após 24h e este patamar aumentou durante o experimento atingindo 

aproximadamente 95% em 72h de incubação. Já na adição de 10 e 5 µg/mL verificou-se que 

houve inibição do crescimento celular de aproximadamente 45% após 24h e 48h de 

incubação, no entanto após 72h de incubação, estas concentrações da fração (F1) inibiram 

cerca de 73% e 60% do crescimento celular, respectivamente. Já a adição de apenas 0,625 

µg/mL conferiu uma inibição próxima de 23% após 72h de incubação (Gráfico 3B, p. 110).  

Finalmente, foi avaliada a atividade da (-) mammea A/BB frente às formas 

amastigotas utilizando-se as concentrações de 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 µg/mL. Esta 
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substância também apresentou uma importante atividade inibitória com CI50 = 0,88 µg/mL 

(Tabela 6, p. 108), no entanto pôde-se verificar também, que esta substância nas 

concentrações de 40; 20; 10 e 5 µg/mL apresentou inibição do crescimento das formas 

amastigotas de aproximadamente 65% logo após 24h de tratamento, este percentual aumentou 

durante o experimento atingindo cerca de 85% em 48h e 93% em 72h de incubação. Ainda, a 

adição de 1,25 µg/mL da (-) mammea A/BB ao meio conferiu uma inibição próxima de 50% 

após 48h de tratamento, tendo este percentual aumentado para aproximadamente 75% em 72h 

de incubação. Já na adição de 2,5 µg/mL da substância verificou-se que logo após 24h o 

percentual de inibição do crescimento foi próximo de 55% e este percentual aumentou 

atingindo cerca de 85% após 48h e 93% em 72h de incubação. Porém com a adição de 1,25 

µg/mL da (-) mammea A/BB ao meio de cultura, o crescimento dos protozoários foi inibido 

em aproximadamente 50% após 48h e 75% em 72h de tratamento. Ainda na concentração de 

0,625 µg/mL esta substância apresentou inibição do crescimento de aproximadamente 25% 

após 72h de incubação (Gráfico 3C, p. 110). 

 Com base em todos os resultados obtidos tanto para a avaliação da atividade frente ao 

crescimento das formas promastigotas quanto das formas amastigotas pôde-se observar que o 

efeito inibitório do extrato (RF), da fração (F1) e da substância (-) mammea A/BB foi 

concentração-dependente para todas as amostras testadas, como demonstrado pelos gráfico 2 

A,B,C (p. 109) e gráficos 3 A,B,C (p. 110) respectivamente. Porém, em alguns experimentos, 

nas baixas concentrações das amostras ocorreu diminuição da atividade inibitória no decorrer 

do experimento, isto pode ser devido à depleção dos princípios ativos do meio. Os resultados 

também indicaram que o extrato (RF), a fração (F1) e a substância (-) mammea A/BB foram 

mais efetivos frente às formas amastigotas axênicas em comparação as formas promastigotas 

da L. amazonensis. 
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Por fim, os experimentos evidenciaram que o fracionamento e a purificação da 

substância (-) mammea A/BB melhorou gradualmente a inibição do crescimento das formas 

promastigotas e amastigotas axênicas de L. amazonensis, sendo este estudo o primeiro a 

evidenciar a importante atividade antileishmania da C. brasiliense frente a L. amazonensis, 

principalmente da substância (-) mammea A/BB.  

 

 

Tabela 6: Efeito do extrato bruto, fração e substância pura da C. brasiliense no crescimento 

de formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.  

 

 CI50  (µµµµg/mL) 

Extrato, fração e substância  Promastigotas Amastigotas 

RF 40,0 3,69 

F1 17,08 3,25 

(-) mammea A/BB 3,0 0,88 

 

RF= extrato residual das folhas da C. brasiliense, solúvel em diclorometano; F1= fração 

hexano; substância puirificada (-) mammea A/BB. 
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Gráfico 2: Porcentagem de inibição do crescimento de formas promastigotas de Leishmania 

amazonensis durante período de 72 horas. (A) extrato residual solúvel em diclorometano RF, 
(B) fração hexano F1 e (C) substância (-) mammea A/BB isolada a partir da fração hexano. 
Os valores representam a média de três experimentos independentes realizados em triplicata.  
  160 µg/mL,   80 µg/mL,   40 µg/mL,   20 µg/mL,   10 µg/mL,   5 µg/mL,   2,5 
µg/mL,  1,25 µg/mL,     0,625 µg/mL 
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C 

A 

B 

Gráfico 3: Porcentagem de inibição do crescimento de formas amastigotas de Leishmania 

amazonensis durante período de 72 horas (A) extrato residual solúvel em diclorometano 
RF, (B) fração hexano F1 e (C) substância (-) mammea A/BB isolada a partir da fração 
hexano. Os valores representam a média de três experimentos independentes realizados 
em triplicata.   80 µg/mL,   40 µg/mL,   20 µg/mL,   10 µg/mL,    5 µg/mL,   2,5 
µg/mL,    1,25 µg/mL,   1,0 µg/mL,    0,625 µg/mL.  
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4.2.3 Estudo da citotoxicidade da substância (-) mammea A/BB em macrófagos J774G8 

 

 Macrófagos da linhagem J774G8 foram tratados com concentrações de 1000; 500; 

250; 100; 50; 25; 10; 5; 1; 0,5 µg/mL da substância (-) mammea A/BB obtida a partir do 

extrato das folhas da C. brasiliense. Após 48h de incubação, a citotoxicidade foi avaliada pelo 

método colorimétrico da sulforrodamina B e com base nos resultados a substância apresentou 

CC50 = 25,8 µg/mL. Desta forma, a toxicidade para macrófagos J774G8 e para os protozoários 

foi comparada utilizando-se o índice de seletividade (IS), que é a razão entre CC50 da 

substância para os macrófagos J774G8 e CI50 da substância para as formas promastigotas e 

amastigotas. Como foi observado a substância (-) mammea A/BB apresentou CI50 = 3,0 

µg/mL frente às formas promastigotas e CC50 = 25,8 µg/mL para os macrófagos, desta forma 

foi possível calcular o IS que para as formas promastigotas foi de 8,6. Para as formas 

amastigotas a substância apresentou CI50 = 0,88 µg/mL e portanto o IS para as formas 

amastigotas foi de 29,3. Com este estudo observou-se que apenas as concentrações superiores 

áquelas que exercem ação tóxica sobre os protozoários são tóxicas para os macrófagos 

J774G8 portanto, concluí-se que a substância (-) mammea A/BB apresenta baixa toxicidade, 

sendo mais seletiva para os protozoários em relação aos macrófagos.  

Os macrófagos são células nucleadas hospedeiras das formas amastigotas dos 

protozoários do gênero Leishmania, e constituem células do sistema imunológico do homem, 

sendo responsáveis por um dos mecanismos de defesa do organismo quando este entra em 

contato com um agente estranho. Uma droga ideal para o tratamento das leishmanioses seria 

aquela que conseguisse eliminar o protozoário intracelular ou inibir o seu crescimento sem 

danificar os macrófagos e também outras células do organismo, diminuindo assim a 

possibilidade de efeitos colaterais. 
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É necessário ressaltar que o estudo da toxicidade dos produtos naturais é de extrema 

importância, haja vista que recentemente, houve um aumento no interesse da população em 

terapias alternativas, principalmente o uso terapêutico de produtos derivados de planta, isto 

pode ser devido à ineficiência e aos efeitos colaterais da medicina convencional para o 

tratamento de algumas doenças. Considerando que grande parte da população mundial não 

tem acesso ao tratamento farmacológico convencional, a medicina popular cria a falsa idéia 

de que os produtos naturais não apresentam efeitos colaterais (RATES, 2001). Porém, o uso 

tradicional não garante segurança a um produto (EDZARD, 1998) e, portanto é necessário que 

exista uma investigação rígida da atividade biológica e da toxicidade, tanto in vitro quanto in 

vivo utilizando animais e posteriormente ensaios clínicos em humanos para comprovar a 

verdadeira eficácia e segurança dos produtos naturais. 



 113 

4.2.4 Alterações ultraestruturais em formas promastigotas de L. amazonensis ao 

microscópio eletrônico de transmissão 

  

Para evidenciar as alterações ultraestruturais em formas promastigotas de L. 

amazonensis, estas foram tratadas com CI50 = 3,0 µg/mL e CI90 = 5,0 µg/mL da substância (-) 

mammea A/BB por 72h e analisadas através de microscopia eletrônica de transmissão. O 

controle de protozoários não tratados com a substância, também foi analisado e estes 

apresentaram membrana, núcleo, mitocôndria, retículo endoplasmático, cinetoplasto, flagelo e 

bolsa flagelar íntegros (Figura 14A, p. 116). No entanto, as formas promastigotas tratadas 

com 3,0 µg/mL da substância (-) mammea A/BB apresentaram aparecimento de múltiplos 

vacúolos no corpo celular (Figura 14B, p. 116), promastigotas binucleadas (Figura 14B, p. 

116) e evidente aumento da mitocôndria (Figuras 14B, C e D; p. 116) com a presença de 

algumas membranas concêntricas na matriz mitocondrial (Figura 14B e D, p. 116). Estudos 

anteriores mostraram alteração mitocondrial, quando formas promastigotas de L. amazonensis 

foram tratadas com outros agentes leishmanicidas como: a coronaridina um alcalóide indólico 

isolado da Peschiera australis (DELORENZI et al., 2001); a diidroxi-metoxichalcona isolada 

da Piper auduncum (TORRES-SANTOS, et al., 1999); a lincochalcona A (ZHAI et al., 1995); 

o óleo essencial rico em linalol das folhas do Croton cajucara (ROSA et al., 2003); o óleo 

essencial rico em eugenol das folhas do Ocimum gratissimum (UEDA-NAKAMURA et al., 

2006); o BPQ-OH um inibidor específico da síntese do esqualeno (RODRIGUES et al., 

2005); e os derivados da diamina DB75 e DB569 (SOUZA et al., 2004). Outros estudos 

mostraram que os inibidores da síntese do ergosterol também afetam a morfologia da 

mitocôndria dos tripanosomatídeos, provocando aumento no volume, como cetoconazol e a 

terbinafina (VANNIER-SANTOS et al., 1995), o 22,26 azasterol (RODRIGUES et al., 2002) 

e outros azasteróis (MAGARACI et al., 2003; LORENTE et al., 2004). Alguns estudos 
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bioquímicos tem demonstrado que diferente das células dos mamíferos, as membranas 

mitocondriais dos tripanosomatídeos apresentam grandes quantidades de esteróis endógenos e 

exógenos, e a presença do ergosterol e seus análogos são essenciais para a manutenção da 

estrutura normal e da função da membrana mitocondrial destes (LAZARDI et al., 1990; 

VANNIER-SANTOS et al., 1995), com isto a mitocôndria seria um importante alvo para a 

quimioterapia das leishmanioses. Entretanto, a mitocôndria é uma organela importante para os 

tripanosomatídeos, sendo responsável pela respiração celular. Muitas drogas antiprotozoários 

influenciam no metabolismo energético dos parasitas, como o estilbogluconato de sódio 

(Pentostan) que inibi a fosforilação do ADP em ATP e o ciclo do ácido cítrico nas formas 

amastigotas da L. mexicana (BERMAN et al., 1987; BERMAN et al., 1989) e o isetionato de 

pentamidina que promove alterações nas mitocôndrias de promastigotas e amastigotas de L. 

amazonensis (CROFT; BRAZIL, 1982).  

 Uma intensa atividade exocítica também foi verificada nas formas promastigotas 

tratadas com 3,0 µg/mL da substância (-) mammea A/BB, com o aparecimento de vesículas 

na bolsa flagelar (Figura 14E, p. 116) indicando uma mudança na plasticidade da membrana 

que permitiu a formação de vesículas de exocitose do corpo celular em direção à bolsa 

flagelar. Desta forma, protusões foram formadas pela membrana plasmática e foram liberadas 

do corpo celular com uma porção do citoplasma, isto pode ser devido a um intenso processo 

de secreção com o aparecimento de várias estruturas membranosas dentro da bolsa flagelar 

(Figura 14E, p. 116). A bolsa flagelar constitui uma região altamente diferenciada da 

superfície dos tripanosomatídeos que facililita a internalização de macromoléculas do 

hospedeiro para o parasita e a secreção de substâncias do metabolismo do protozoário, sendo 

o principal sítio de endocitose e exocitose (McCONVILLE et al., 2002; WEBSTER; 

RUSSEL, 1993). Estudos anteriores demonstraram que quando as formas promastigotas de L. 

amazonensis foram tratadas com inibidores da síntese do ergosterol como: 22,26 azasterol 
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(RODRIGUES et al., 2002) e outros azasteróis (MAGARACI et al., 2003; LORENTE et al., 

2004) foi observada uma intensa atividade exocítica, com o aparecimento de estruturas 

membranosas na bolsa flagelar, sugerindo a possibilidade deste processo ser devido a 

secreção de lipídeos anormais nesta região, os quais foram acumulados em decorrência da 

ação destas drogas. Em um estudo realizado por Tiumam et al., 2005 as formas promastigotas 

de L. amazonensis tratadas com o partenolídeo isolado das partes aéreas do Tanacetum 

parthenium, também apresentaram intensa atividade exocítica na região da bolsa flagelar, 

devida a um processo de produção exacerbada de cisteína proteinase pelos protozoários na 

tentativa de sobreviver.  

Desta forma, o mecanismo de intensa exocitose observado nas formas promastigotas 

tratadas com a substância (-) mammea A/BB, pode significar um processo de defesa na 

tentativa do protozoário eliminar moléculas prejudiciais que estavam no meio e entraram na 

célula ou mesmo a exclusão de moléculas produzidas exacerbadamente pelo parasita para sua 

proteção, e ou a exclusão de moléculas acumuladas no corpo celular em decorrência da ação 

da substância.  

As formas promastigotas tratadas com 5,0 µg/mL da substância (-) mammea A/BB 

apresentaram células com a maioria das organelas destruídas e algumas com dois núcleos 

(Figura 14F, p. 116). 

A análise das alterações ultraestruturais nas formas promastigotas de L. amazonensis 

tratadas com a substância (-) mammea A/BB contribuiu para o ínicio do estudo do mecanismo 

de ação desta substância, sendo importantes as alterações encontradas, porém outros estudos 

precisam ser realizados a fim de comprovar o mecanismo ação, já que esta substância pode 

ser considerada como uma droga em potencial no tratamento da leishmaniose. 
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Figura 14: Microscopia eletrônica de transmissão de formas promastigotas de 
Leishmania amazonensis. Controle (A), promastigotas cultivadas na presença de 3,0 
µg/mL (B-E) e 5,0 µg/mL (F) da substância (-) mammea A/BB após 72 horas de 
incubação. n, núcleo; f, flagelo; bf, bolsa flagelar; c, cinetoplasto; m, mitocôndria; re, 
retículo endoplasmático; v, vacúolo. As setas demonstram em: (B e D) membranas 
concêntricas na matriz mitocondrial; (E) intensa atividade exocítica do protozoário. 
Barras = 1 µm. 
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Considerando a problemática da leishmaniose, que acomete milhões de pessoas em 

todo o mundo, sendo uma doença prevalente e endêmica em muitos países, bem como no 

Brasil, onde é encontrada em todos os estados, sendo responsável por altas taxas de 

mortalidade e constituindo um grave problema de saúde pública (GENARO, 1998a; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2001a). Os resultados obtidos neste trabalho a cerca da 

atividade antileishmania demonstram que o extrato bruto e a fração obtidos a partir das folhas 

da C. brasiliense assim como a substância (-) mammea A/BB isolada a partir destes 

apresentaram importante atividade antileishmania tanto frente à Leishmania (Viannia) 

braziliensis e a Leishmania (Leishmania) amazonensis podendo ser utilizados futuramente 

como uma alternativa na terapêutica da leishmaniose, já que os principais medicamentos 

recomendados para o tratamento das leishmanioses cutâneas e viscerais foram introduzidos na 

terapêutica há mais de 50 anos (derivados dos antimoniais pentavalentes) (CROFT; 

COOMBS, 2003; CROFT et al., 2005; GENARO, 1998a). Entretanto, estes fármacos são de 

administração parenteral, necessitam de longo período de tratamento (CROFT, 1988), e 

apresentam principalmente toxicidade cardíaca e renal, isto os torna intolerantes para muitos 

pacientes. Outros agentes antileishmania necessitam ser descobertos, pois a resistência aos 

antimoniais é freqüente, (BERMAN, 1988, 1996; GREVELINK; LERNER, 1996) mais de 

50% dos casos de leishmaniose não respondem ao tratamento utilizando estes fármacos 

(SERENO, 2000; JEBBARI; DAVIDSON, 1998). Contudo, a crescente incidência da 

leishmaniose bem como a crescente resistência aos fármacos disponíveis para a terapêutica 

tem tornado crescente o interesse na pesquisa de novos agentes terapêuticos mais baratos, 

mais efetivos, que reduza a duração do tratamento, drogas não parenterais e menos tóxicos 

que possam substituir os atuais (BERMAN, 1997).  

Neste contexto, a importância dos produtos naturais na terapêutica é marcante, visto 

que a diversidade molecular que a natureza oferece é incalculável. A utilização das plantas 
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medicinais como matéria-prima para o isolamento de substâncias com atividade leishmanicida 

ou mesmo a utilização destas como protótipo para o desenvolvimento de novos fármacos pode 

representar o surgimento de um novo grupo de substâncias para a utilização na intervenção 

farmacológica. Neste contexto, o Brasil possui uma flora riquíssima, sendo necessário um 

conhecimento científico bastante sólido para a transformação das plantas medicinais em 

produtos industrializados. 

Deste modo, os resultados obtidos neste trabalho acerca das propriedades 

antileishmania do extrato bruto, da fração hexânica do extrato e principalmente da substância 

pura (-) mammea A/BB, podem ser considerados promissores sobre a ótica da química 

medicinal que procura compostos bioativos, oriundos de plantas que possam servir de 

molécula protótipo para a síntese de análogos mais potentes, mais seletivos, menos tóxicos e 

de baixo custo. Para isto tornam-se interessantes a elucidação do mecanismo de ação desta 

substância, bem como estudo da atividade antileishmania in vivo. 
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5 CONCLUSÃO 

 

• A partir do extrato residual solúvel em diclorometano das folhas da espécie vegetal C. 

brasiliense, foram isoladas e identificadas duas substâncias, um enantiômero levógiro da 

mammea A/BB e o biflavonóide amentoflavona, já descritos na litetratura. 

 

• O perfil cromatográfico obtido por CLAE-EM para o extrato (RF) permite sua 

padronização, para fins de controle de qualidade, contribuindo para a futura utilização deste 

extrato bruto no tratamento da leishmaniose como alternativa a utilização da substância (-) 

mammea A/BB, já que este apresentou importante atividade antileishmania. 

 

• A substância isolada do C. brasiliense (-) mammea A/BB apresentou importante atividade 

antileishmania in vitro frente às formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis 

DL50 = 23,95 µg/mL, apresentando também importante atividade frente às formas 

promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis IC50 = 3,0 µg/mL e frente às formas 

amastigotas axênicas de Leishmania (Leishmania) amazonensis  IC50 = 0,88 µg/mL. 

 

• O processo de fracionamento até o isolamento da substância F1.12 ((-) mammea A/BB) 

aumentou gradativamente a atividade antileishmania in vitro frente às formas promastigotas e 

amastigotas axênicas de L. amazonensis, bem como frente às formas promastigotas de L. 

braziliensis.  
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• Os ensaios de citotoxicidade da substância (-) mammea A/BB em macrófagos J774G8 

demonstraram que as concentrações tóxicas para os macrófagos foram muito superiores 

àquelas para as formas promastigotas e amastigotas axênicas de L. amazonensis. Desta forma, 

esta substância apresenta baixa toxicidade frente aos macrófagos. 

 

• As formas promastigotas da L. amazonensis tratadas com 3,0 µg/mL da substância (-) 

mammea A/BB apresentaram significantes alterações ultraestruturais como o aparecimento de 

células binucleadas, múltipla vacuolização citoplasmática, intensa atividade exocítica na 

região da bolsa flagelar e aumento no volume da mitocôndria com a presença de membranas 

concêntricas na matriz mitocondrial. 

 

• O presente trabalho demonstrou pela primeira vez que o extrato (RF), a fração (F1) e 

principalmente a substância isolada (-) mammea A/BB exercem um importante efeito 

leishmanicida in vitro frente a L. amazonensis e L. braziliensis, sendo que esta substância 

apresenta baixa citotoxicidade para os macrófagos J774G8 e promove significantes alterações 

ultraestruturais em formas promastigotas de L. amazonensis. 

 

• Os resultados obtidos neste trabalho para a espécie vegetal C. brasiliense Camb. acerca do 

isolamento e identificação da substância bioativa e a importante atividade biológica 

encontrada constituem o primeiro passo para a utilização desta droga vegetal. 
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