
UFRRJ 

PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA, 

TECNOLOGIA E INOVAÇÃO AGROPECUÁRIA 
 
 
 

TESE 
 

 

Estudo da Atividade Tripanossomicida e 

Leishmanicida de Extrato, Frações e Terpenos de 

croton cajucara Benth 

 

Gerson Silva de Lima 

 

 

 

 

2014 
 



 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO 

PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA, TECNOLOGIA E 

INOVAÇÃO EM AGROPECUÁRIA 
 
 
 
 

ESTUDO DA ATIVIDADE TRIPANOSSOMICIDA E LEISHMANICID A 

DE EXTRATO, FRAÇÕES E TERPENOS DE  

CROTON CAJUCARA BENTH 

 
 

GERSON SILVA DE LIMA 

 
Sob a Orientação da Professora 

                                   Aurea Echevarria Aznar Neves Lima 
 

e Co-orientação da Professora 
Maria Aparecida Maciel 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Seropédica, RJ 
Fevereiro de 2014 

Tese submetida como requisito parcial 
para obtenção do grau de Doutor, no 
Programa de Pós-graduação em 
Ciência, Tecnologia e Inovação em 
Agropecuária, Área de Concentração 
em Patobiologia Animal. 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
547.71 
L732e 
T 

 
 
Lima, Gerson Silva de, 1963- 
   Estudo da atividade tripanossomicida e 
leishmanicida de extrato, frações e terpenos de 
croton cajucara benth / Gerson Silva de Lima – 
2014. 
   75 f. : il. 
 
   Orientador: Aurea Echevarria. 
   Tese (doutorado) – Universidade Federal Rural do 
Rio de Janeiro, Curso de Pós-Graduação em 
Ciência, Tecnologia e Inovação em Agropecuária. 
   Bibliografia: f. 46-59. 
 
   1. Terpenos – Teses. 2. Plantas medicinais – Uso 
terapêutico – Teses. 3. Chagas, Doença de – 
Tratamento – Teses. 4. Leshmaniose – Tratamento – 
Teses. 5. Matéria médica vegetal – Teses. I. 
Echevarria, Aurea, 1950-. II. Universidade Federal 
Rural do Rio de Janeiro. Curso de Pós-Graduação 
em Ciência, Tecnologia e Inovação em 
Agropecuária. III. Título. 
  

 
 
            É permitida a cópia parcial ou total desta Tese, desde que citada a fonte. 
 



 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO 
PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA, TECNOLOGIA E INOVAÇÃO 
EM AGROPECUÁRIA 

 

 

GERSON SILVA DE LIMA  

 

Tese submetida como requisito parcial para obtenção do grau de Doutor, no Programa de 
Pós-Graduação em Ciência, Tecnologia e Inovação em Agropecuária, área de concentração 
em Patobiologia Animal. 
 

TESE APROVADA EM 27/02/2014 

 

 

 

 Aurea Echevarria Aznar Neves Lima. Dra. UFRRJ  

(Orientadora) 

 

Marilene Marcuzzo do Canto Cavalheiro. Dra. FIOCRUZ 

 

 

 

Maria Raquel Garcia Vega. Dra. UENF 

 

 

 

Marco Antonio Soares Souza. Dr. USS 

 

 

 

Fabio Barbour Scott. Dr. UFRRJ 



 
 

DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A minha esposa, Luzia e as minhas filhas Twane e Thamiris, 
as razões da minha vida, 

sem as quais não poderia ter dado mais este passo. 
Aos meus pais José e Tereza pela minha formação. 

Aos amigos de sempre que ajudaram até hoje. 
E a Deus sempre presente em nossas vidas. 



 
 

AGRADECIMENTOS 

A Deus pelo dom da vida e pela dádiva do saber, instrumento que nos impulsiona no 
caminho para desvendar os frutos de sua criação. A quem nos momentos difíceis recorri e 
sempre me iluminou.  

A minha orientadora Aurea Echevarria pela oportunidade, credibilidade, confiança. 
Obrigado por ter acreditado em mim e ter proporcionado esta experiência. 

A minha co-orientadora Maria Aparecida Maciel incentivo que foram fundamentais 
para desenvolvimento da minha tese. Muito obrigado por tudo.  

A todos os amigos do Laboratório Bactérias e Recombinantes que me auxiliaram no 
desenvolvimento da minha Tese Jade Lira, Adriana Martins, Gentil Mendonça e Rafael 
Resende. Muito obrigado por tudo. 

Obrigado também a todos aqueles que passaram pelo laboratório Cassia Santos, 
Hevandro Campos e Hamilton Athyde. 

Ao amigo e Doutor Marcelo Oliva por sua amizade, dedicação, palavras de força e 
otimismo nos momentos difíceis e por sua contribuição para desenvolvimento do trabalho 
realizado. 

Ao Laboratório de Bioquímica de Tripanosomatídeos Gerzia Machado, Dra. Marilene 
Marcuzzo, Dra. Denise Castro, Dra. Leonor Leon e Dra. Lea Cysne sem elas esta pesquisa 
não teria sido realizada com sucesso. 

Ao Programa de Pós-graduação em Ciência, Tecnologia e Inovação em Agropecuária, 
da UFRRJ, e a todos os seus professores. 

Ao Gerente de Projeto Pedro Paulo Ribeiro de ajuda na elaboração da tese. 
Ao Doutorando Edezio Ferreira Junior na ajuda nos experimentos e incentivo. 
Ao Raouf Emile Sykora e Marco Lemos pelo apoio e incentivo. 
A secretaria do PPGCTIA Renata Gomes pela competência e ajuda em todos os 

momentos que houve necessidade. 
A coordenadora do PPGCTIA Dra. Lucia Helena dos Anjos pelas palavras de 

incentivo e apoio em todos os momentos. 
Aos amigos da Fiocruz pela ajuda, compreensão e paciência. 
E, finalmente, a pessoa que sempre me incentivou, ajudou que contribuiu de forma 

espetacular para execução da minha tese.  Aturou meu mau humor sem reclamar, foi paciente, 
e nos momentos difíceis sempre disse palavras de carinho, conforto. Esta pessoa sem sombra 
de dúvida somente Deus poderia colocar no meu caminho, Luzia Bizerra de Lima, o meu 
eterno amor. Obrigado por tudo que você fez e faz em minha vida. Só tenho que agradecer a 
Deus por ter colocado você em minha vida. 



 
 

RESUMO 

LIMA, Gerson Silva de. Estudo da atividade tripanossomicida e leishmanicida de extrato, 
frações e terpenos de croton cajucara benth. 2014. 75f. Tese (Doutorado em Ciência, 
Tecnologia e Inovação Agropecuária). Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós Graduação, 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014. 

As doenças parasitárias acometem as populações excluídas do processo de globalização 
mundial, os tripanossomatídeos Trypanossoma cruzi e Leishmania amazonensis são 
causadores da doença de Chagas e da Leishmaníose, são consideradas doenças tropicais 
negligenciadas de acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS). São causadoras de 
grande morbidade e mortalidade, pela sua característica limitante e dessa forma considerada 
um problema de saúde pública, pela dificuldade de acesso e adesão ao tratamento, pela falta 
de investimentos na criação de novos fármacos pela indústria farmacêutica e políticas sociais 
ineficientes. O tratamento utilizado dessas doenças não é satisfatório em relação a efetividade 
e toxicidade, e a resistência a drogas hoje existentes e, também, pela sensibilidade de diversas 
cepas a estas substâncias. Na tentativa de encontrar novos agentes anti-parasitários, as plantas 
medicinais têm sido pesquisadas. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade 
leishmanicida e tripanossomicida de terpenos isolados de Croton cajucara Benth 
(Euphorbiaceae), DCTN, CTN e AAA , e das frações CC-EHA , F1-7, F25-27 e F28. Para 
este estudo foram realizados testes in vitro com as formas promastigotas e amastigotas 
(axênicas e intracelulares) de L. amazonensis e, com as formas tripomastigotas e 
epimastigotas de T. cruzi. Utilizou-se, para avaliação da atividade anti-parasitária, o método 
de contagem em culturas de 24, 48 e 72 horas. Nos resultados obtidos para promastigotas de 
L. amazonensis, nas culturas de 24 h o diterpeno DCTN mostrou a maior atividade com um 
valor de IC50 = 6,31 µg/mL (20,13 µM), da mesma forma para os ensaios frente às 
amastigotas axênicas com um IC50= 19,98 µg/mL (63,75 µM), e, também, demonstrou maior 
eficiência frente às amastigotas intracelulares, sendo que, após 72 horas apresentou IC50 = 
0,16 µg/mL enquanto que a Pentamidina utilizada como substância padrão, apresentou IC50 = 
0,21 µg/mL. Nos ensaios das frações frente às amastigotas axenicas de L. amazonensis foram 
obtidos valores de IC50 na faixa de 6,18 a 14,74 µg/mL, indicando atividade muito 
interessante. Os resultados obtidos para T. cruzi mostraram maior atividade para os diterpenos 
DCTN e CTN com valores de IC50=10,17 µg/mL (32,45 µM) e 16,04 µg/mL (50,85µM), 
respectivamente, para as formas tripomastigotas e, IC50=23,57 µg/mL e 19,51 µg/mL, 
respectivamente para as formas epimastigotas em culturas de 24 horas. Para as frações 
ensaiadas a atividade frente ao T. cruzi, também foi significativa tanto para as formas 
tripomastigotas quanto epimastigotas. Neste estudo também se investigou o mecanismo de 
ação das substâncias mais ativas quanto à interferência na biossíntese do ergosterol no 
conteúdo lipídico total, não tendo sido observado a diminuição desse esteroide. No entanto, a 
investigação da ação dos terpenos na via da enzima tripanotiona redutase mostrou a 
participação dessas substâncias, sendo um dos possíveis mecanismos de ação desses terpenos. 
 

Palavras-chave: Plantas medicinais. Tripanossomatideos. Croton cajucara. Terpenos. 



 
 

ABSTRACT 

LIMA, Gerson Silva de. Study of the trypanocidal and leishmanicidal activity of extract, 
fractions and terpenes of Croton cajucara Benth. 75p. Thesis (Doctorate in Science, 
Technology and Innovation in Agriculture). Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós Graduação, 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014. 
 
Parasitic diseases affects the populations excluded from the globalization process, the 
trypanosomatidsTrypanosoma cruzi and Leishmania amazonensis are the cause of Chagas 
disease and leishmaniasis and are considered neglected tropical diseases according to the 
World Health Organization (WHO). These are causing high morbidity and mortality by 
theirlimiting characteristic and thus considered a public health problem due to the difficulty of 
access and adherence to the treatment, lack of investment in the discover of new drugs by the 
pharmaceutical industry and inefficient social policies. The treatment used for these diseases 
is not satisfactory in terms of effectiveness and toxicity, the resistance to currently used drugs, 
and also the susceptibility of various strains to these substances. As an attempt to find new 
anti - parasitic agents, medicinal plants have been researched. Thus, this study aimed to 
evaluate the leishmanicidal and trypanocidal activity of terpenes isolated from Croton 
cajucaraBenth (Euphorbiaceae), DCTN, CTN and AAA , and CC- EHA fractions, F1-7, F25 
- 27 and F28. For this study, in vitro tests were performed with promastigotes and amastigotes 
(axenic and intracellular) of L. amazonensis, with trypomastigotes and epimastigotes of T. 
cruzi. The method of counting in cultures of 24, 48 and 72 hours was used for evaluation of 
the anti-parasitic activity. In the results obtained for promastigotes of L. amazonensis in 24h 
cultures, the diterpene DCTNs howed the highest activity with an IC50 = 6.31 µg/mL (20.13 
mM), similarly to the tests facing the axenic amastigotes with an IC50 = 19.98 µg/mL (63.75 
µM), and also showed higher efficiency for intracellular amastigotes, and, after 72 hours 
showed IC50 = 0.16 µg/mL, while Pentamidine, used as positive control, showed IC50 = 0.21 
mg/mL. In tests of fractions with axenic amastigotes of L. amazonensis, IC50 values ranging 
from 6.18 to 14.74 µg/mL were obtained, indicating a very interesting activity. The results for 
T.cruzi showed greater activity for DCTN and CTN diterpenes with IC50 = 10.17 µg/mL 
(32.45 µM) and 16.04 µg/mL (50.85µM), respectively, for trypomastigotes and IC50 = 23.57 
µg/mL and 19.51 mg/mL, respectively for epimastigotes, in 24 hours cultures. For the 
fractions assayed, the activity against T. cruzi was also significant for both trypomastigotes as 
epimastigotes. This study also investigated the action mechanism of the most active 
substances about the interferences in the ergosterol biosynthesis and in the total lipid content. 
The results show that no decline of this steroid. However, the investigation of the action of 
terpenes in the via of trypanothione reductase enzyme showed the participation of these 
substances, which is one of the possible action mechanisms of these terpenes. 
 
Key words: Medicinal Plants. Trypanosomatids. Croton cajucara. Terpenes. 



 
 

RESUMEN AMPLIADO 

 
LIMA, Gerson Silva de. Estudio de la actividad tripanocida y leishmanicida del extracto, 
las fracciones y los terpenos Croton cajucara Benth. 75p. Tesis (Doctorado en Ciencia, 
Tecnología y Innovación en Agropecuaria). Pró-reitoria de Pesquisa e Pós Graduação, 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. UFRRJ, 2014. 
 
1. Introducción 

La flora de la Amazonía es muy diversa y comprende parte de especies con 
características inusuales, tales como los que tienen ingredientes activos con potencial 
medicinal. Entre las diversas especies nativas Croton cajucara Benth, conocido popularmente 
como “Sacaca”, se destaca por su potencial medicinal, con sus hojas y corteza muy utilizada 
en la medicina popular para las propiedades que se le atribuyen la curación. Esta especie es 
una de las plantas medicinales más importantes de Brasil en la actualidad. 
           La enfermedad de Chagas, enfermedad parasitaria frecuente en países tropicales afecta 
aproximadamente a 18 millones de personas por año en todo el mundo. El medicamento 
indicado es el benznidazol (Roche), que es muy tóxico durante todo el tratamiento, que puede 
durar un promedio de tres a cuatro meses. Su uso es de beneficio comprobado en la fase 
aguda, pero en la fase crónica, el tratamiento se dirige únicamente a las manifestaciones. 

La búsqueda de nuevos fármacos o sustancias fitoquímicas que sustituyan o 
complementen la terapia actual es una de las prioridades de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS, 2002). 

Otra endémica en unos 90 países, la leishmaniosis, con un estimado de 12 millones a 
unos 350 millones de personas en todo el mundo de prevalencia se encuentran en la zona de 
riesgo de contagio. La leishmaniasis es también un problema grave de salud pública que 
tiende a aumentar debido a factores de riesgo ambiental con la migración masiva, la 
urbanización y la deflorestación (DESJEUX, 2001). 
     Se llevaron a cabo estudios fitoquímicos con grandes cantidades de hojas y el tallo de 
corteza de Croton cajucara, lo que lleva al aislamiento de compuestos importantes que 
podrían tener razonablemente representación en los estudios biológicos. Estos estudios 
demostraron que la corteza del tallo es rica en diterpenos del tipo clerodano, después de haber 
sido aislados: dehydrocrotonin (DCTN) y crotonin (CTN), además del triterpeno acido 
acetilaleuritólico (AAA ). 

La necesidad de nuevos tratamientos mediante el uso de medicamentos a base de 
plantas con menor toxicidad y mayor selectividad lleva a la búsqueda de nuevos y activos 
productos naturales. Los estudios farmacológicos realizados con Croton cajucara (MACIEL y 
ECHEVARRIA, 2002) y, más recientemente, los resultados preliminares del extracto en 
metanol de la corteza y la triterpeno AAA , mostró una inhibición dosis dependiente de la 
proliferación de Trypanosoma cruzi (epimastigotes y tripomastigotes) (CAMPOS, 2009), 
indicando la importancia de continuar el estudio para su uso en el tratamiento de la 
enfermedad de Chagas. Además, el estudio en comparación con otros parásitos tales como 
Leishmaniasis, así como la evaluación del posible mecanismo de acción resultó ser importante 
para el tratamiento de enfermedades parasitarias. 



 
 

2. Material y Métodos 

El material vegetal de la especie Croton cajucara Benth se recogió en Belém -PA y su 
identificación fue hecha por comparación con exicatas depositadas en el Museo del Herbario 
Emilio Goeldi (Belém-PA). La extracción y aislamiento de metabolitos especiales fueron 
realizados en el Laboratorio de Tecnología y el Departamento de Química de Tensioactivos 
en la Universidad Federal de Rio Grande do Norte (Natal- RN). Se obtuvieron del extracto 
hidroalcohólico de la corteza de C. cajucara, y después de varias particiones con disolvente 
en creciente polaridad CC-EHA , F1-7, F25-27, F28, AAA , DCTN y CTN. En este trabajo 
fue usada para referencia la cepa Y aislada de T. cruzi en pacientes humanos 
(NUSSENSZWEIG & SILVA, 1953) por cortesía del Laboratorio LIPMED/IOC, 
MHOM/BR/77/LTB0016, y la cepa de promastifotas de L. amazonenses del Laboratorio de 
Bioquimica de Tripanossomatídeos/IOC/FIOCRUZ, y las amastigotas axénicas del 
Laboratório de Imunoparasitologia/IOC/FIOCRUZ. La evaluación de la actividad 
leishmanicida de C. cajucara frente a L. amazonensis es relatada por la primera vez. La 
evaluación de la actividad anti-leishmaniasis fue realizada con las formas promastigotes, 
amastigotes axenicos y intracelulares en cultivos de 24, 48 y 72 h. Los ensayos fueron 
realizados por lo menos en triplicado y de manera independiente, contándose los parásitos 
vivos y los muertos en una cámara de Neubauer.  La evaluación tripanocida C. cajucara 
contra T. cruzi fue realizada en las formas evolutivas epimastigotes y tripomastigotes en 
cultivos de 24, 48 y 72 h.  

3. Resultados y Discusión 

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad leishmanicida y tripanocida de 
terpenos aislados de Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), DCTN, CTN y AAA , y las 
fracciones de CC-EHA , F1-7, F25-27 y F28. Para este estudio, los ensayos in vitro se 
realizacion con promastigotes y amastigotes axénicos e intracelulares de L. amazonensis, con 
tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi. Se utilizó para evaluar la actividad anti- 
parasitario el método de recuento en cultivos de 24, 48 y 72 horas. Los resultados obtenidos 
para los promastigotes de L. amazonensis, en cultivos de 24 h, el diterpeno DCTN mostró la 
mayor actividad con una CI50 = 6,31 µg/mL (20,13 µM), de manera similar a las pruebas los 
amastigotes axénicos, con una CI50 = 19,98 µg/mL. De manera similar DCTN también 
presentó una mayor eficiencia frente a los amastigotes intracelulares, y, después de 72 horas 
con IC50 = 0,16 µg/mL, mientras que el control positivo, pentamidina, mostró CI50 = 0,21 
µg/mL, y menos toxicidad. En las pruebas de fracciones delante de los amastigotes axénicos 
de L. amazonensis valores de IC50 en el rango de 6,18 a 14,74 µg/mL se obtuvieron, que 
indica una actividad muy interesante. Los resultados para T. cruzi mostraron una mayor 
actividad para los diterpenos DCTN y CTN con CI50 = 10,17 µg/mL y 16,04 µg/mL, 
respectivamente, para los tripomastigotes y CI50 = 23,57 µg/mL y 19,51 µg/mL, 
respectivamente, para epimastigotes en cultivos de 24 horas. Las fracciones ensayadas para la 
actividad contra T. cruzi, también fueron significativas para ambos tripomastigotes como 
epimastigotes. Este estudio también investigó el mecanismo de acción de las sustancias más 
activas como la interferencia en la biosíntesis de ergosterol en el contenido total de lípidos, 
sin embargo, no se ha observado la disminución de este esteroide. Sin embargo, la 
investigación de la acción de terpenos hacia la enzima tripanotiona reductase mostró su 
participación, indicando ser uno de los posibles mecanismos de acción destas substancias. 

4. Conclusiones 

El estudio de las fracciones y los terpenos aislados de la especie C. cajucara utilizada 
en la medicina popular en la región amazónica, pone de manifiesto la importante acción de 



 
 

estas sustancias y la propia especie vegetal como agente antiparasitario. Entre los terpenos 
estudiados DCTN fue el más activo tanto para los promastigotes y amastigotes axénicos y 
amastigotes intracelulares de L. amazonensis en los cultivos de 72 horas. En los ensayos de 
amastigotes intracelulares se demostró que la DCTN es mucho menos tóxico que la 
pentamidina, utilizada en el tratamiento clínico y más eficiente con CI50 = 0,16 µg/ml. 
Además, entre  las fracciones ensayadas contra los amastigotes axénicos la fracción F 28 fue 
la más activa.   En la investigación del posible mecanismo de acción de los terpenos más 
activos frente a L. amazonensis fue posible sugerir que la inhibición de la biosíntesis del 
ergosterol no es una vía importante para la acción de estas sustancias. Sin embargo, la 
evaluación de la enzima de la ruta tripanotión reductasa indica que es un posible mecanismo 
de acción para terpenos evaluados. En la evaluación de la actividad frente a T. cruzi en el 
cultivo de 24 horas los diterpenos CTN y DCTN fueron los más activos, tanto en 
tripomastigotes y quanto en los epimastigotes como valores de CI50 muy cerca de ser más 
activo para tripomastigotes con valor de CI 50 = 10,17 µg/mL para DCTN en 24 horas de 
cultivo y para epimastigotes. Sin embargo, el triterpeno AAA , menos activo, prensentó valor 
de CI50 = 16,04 µg/mL, también mostró actividad significativa en las formas ensayadas. Las 
fracciones CC- EHA, F 1-7 y F 25-27 también mostraron resultados significativos contra las 
tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi. 

 

 Palabras clave: Plantas medicinales. Tripanossomatideos. Croton cajucara. Terpenos 
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1. INTRODUÇÃO  

Protozoários são microrganismos unicelulares com um ciclo de vida complexo, 
mostrando estados morfológicos distintos durante seu desenvolvimento em hospedeiros 
vertebrados e invertebrados causando doenças graves, e representando o maior agente de 
morbidade e mortalidade em muitas áreas endêmicas. A família Trypanosomatidae, apresenta 
algumas espécies causadoras de doenças em humanos como a tripanossomíase no Continente 
Africano, Doença de Chagas e Leishmaniose, com grande impacto na saúde em todo mundo. 
O Cone Sul é a principal zona de incidência da Doença de Chagas principalmente em países 
da America Latina. Essas doenças, que são consideradas doenças negligenciadas, compõem 
um amplo problema de saúde pública que ameaça populações de países em desenvolvimento 
com significativas perdas econômicas.  

Anualmente, os agentes etiológicos dessas doenças infectam milhões de pessoas e 
provocam uma alta taxa de mortalidade. Estas doenças tropicais interferem no 
desenvolvimento dos países atingidos de várias formas, como mortalidade prematura, custos 
médicos elevados e redução da produtividade, contribuindo para o agravamento de problemas 
sociais já existentes nos países em desenvolvimento. Os fatores que contribuem para o 
aumento da incidência dessas doenças tropicais incluem o aparecimento de parasitas 
resistentes aos fármacos usados em clínica, bem como vetores com resistência aos inseticidas 
e populações endêmicas crescentes em países subdesenvolvidos, em desenvolvimento e 
desenvolvidos devido ao processo migratório e a co-infecção devida a outras doenças. 

A necessidade de novos tratamentos através do uso de fitoterápicos, por exemplo, com 
menor toxidez e maior seletividade está comprovada na medida em que se estuda a biologia 
dos parasitas. A utilização de plantas no combate de doenças vem desde o início da 
civilização, e continua até os dias atuais. As plantas já eram utilizadas por nossos ancestrais e 
muitas delas já tiveram seu valor medicinal comprovado. O uso de plantas medicinais no 
Brasil vem crescendo substancialmente nos últimos anos, devido à facilidade de acesso, o 
baixo custo e sua compatibilidade cultural. Além disso, muitas das espécies de plantas 
originárias no Brasil permanecem sem estudos químicos e estas representam no contexto 
mundial um importante potencial econômico. 

A flora da Amazônia é bastante diversificada e em parte constituída por espécies com 
características peculiares, como as que apresentam princípios ativos com potencial 
fitoterápico. Entre as diversas espécies nativas encontradas na Amazônia a Croton cajucara 
Benth, popularmente conhecida como “sacaca”, destaca-se por sua potencialidade medicinal, 
sendo suas folhas e cascas muito utilizadas na medicina popular devido às propriedades 
curativas que lhe são atribuídas. Esta espécie constitui uma das mais importantes plantas 
medicinais brasileiras da atualidade. Os estudos farmacológicos já realizados com C. cajucara 
e, mais recentemente, os resultados preliminares da avaliação do extrato metanólico das 
cascas e do triterpeno AAA, que apresentaram inibição dose-dependente sobre a proliferação 
de Trypanossoma cruzi (epimastigotas e tripomastigotas) e Leishmania amazonensis 
(amastigota e promastigota) são bastante promissores e indicam a importância na 
continuidade desses estudos para seu uso no tratamento das doenças parasitarias. 

Assim, o objetivo deste estudo foi contribuir para o conhecimento de novos 
fitomedicamentos, originados de plantas brasileiras, para o tratamento de doenças parasitárias, 
bem como seu possível mecanismo de ação. 

Os objetivos específicos do estudo foram: 
- Preparar os extratos hidro-alcoólico das cascas e folhas de Croton cajucara Benth 
(Euphorbiaceae); 
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- Separar as frações de diferentes polaridades a partir dos extratos brutos contendo, 
especialmente, os óleos fixos, os diterpenos da classe dos nor-clerodanos desidrocrotonina 
(DCTN) e crotonina (CTN), e o triterpeno ácido acetil-aleuritólico (AAA); 
-Avaliar a atividade do extrato, frações e produtos naturais isolados frente ao Trypanosoma 
cruzi cepa Y e Leishmania amazonensis nas diferentes formas evolutivas; 
- Avaliar o possível mecanismo de ação anti-parasitária, através do efeito sobre a enzima 
tripanotiona redutase e da biossintese do ergosterol na fração lipídica dos parasitas, para os 
extratos, frações ou metabólitos isolados que apresentaram atividade significativa. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Doenças Negligenciadas 
 

As doenças parasitárias permanecem sendo uma barreira para o desenvolvimento 
social e econômico dos países mais pobres, e são freqüentemente chamadas de “doenças 
negligenciadas”, “doenças órfãs” ou “doenças tropicais” (NWAKA & RIDLEY, 2003). A 
maioria do total das mortes que ocorrem em regiões situadas abaixo da linha do Equador é 
devido às doenças parasitárias (KETTER & MARJANOVIC, 2004). A necessidade de novas 
escolhas terapêuticas é urgente, os investimentos globais em pesquisa e desenvolvimento de 
fármacos e vacinas ainda são muitos precários. (KETTER & MARJANOVIC, 2004; 
NWAKA & RIDLEY, 2003). 

Nas últimas décadas, programas de controle da transmissão vetorial e melhoria das 
habitações foram voltados para eliminação e controle da doença de Chagas na America 
Latina. A Iniciativa do Cone Sul (Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai), do 
Pacto Andino (Colombia, Equador, Peru e Venezuela) e do Pacto da América Central (Belize, 
Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua e Panama), junto com a triagem 
dos bancos de sangue reduziram substancialmente (70%) a incidência da infecção e diminuiu 
o número de doença de Chagas na América Latina (MONCAYO, 2003; RASSI  et al., 2010). 

A busca por novos fármacos para doenças humanas negligenciadas tem se acelerado 
na última década, o reconhecimento destas doenças foi necessário para a redução da pobreza 
global. A expansão dos programas de descoberta e desenvolvimento de novas substancias foi 
apoiado por investimentos, aumentando a participação da indústria e da criação de produtos 
de Parceria de Desenvolvimento pelas empresas farmaceuticas. Apesar destes esforços, 
grandes lacunas permanecem a serem descobertas, além de alguns fármacos reaproveitados e 
algumas novas moléculas para a malária, nenhum novo candidato foi recentemente transferida 
de descoberta em desenvolvimento para as principais Doenças Tropicais Negligenciadas.  

As doenças negligenciadas (DN) são um conjunto de doenças infecciosas 
diferenciadas pelo alto nível de morbidade, entretanto com baixo nível de mortalidade. 
Afetam intensamente a qualidade de vida e causam impactos sócio-econômicos negativos 
para a população dos países mais pobres (PECOUL et al., 1999; DND, 2010; OMS, 2010; 
KEATEY & SMITTH., 2010; WHO, 2003).  

Os números relativos ao desenvolvimento e pesquisa de novos fármacos para essas 
doenças preocupam, de 1975 ate hoje, com exceção da malária apenas 13 novos fármacos 
foram aprovadas para uso na ação dessas doenças. Representando 0,9% de todos os 
medicamentos aprovados no período, o que está muito abaixo da necessidade da demanda 
atual (MORAN, 2005; PECOUL et al., 1999; MS, 2006). 

Milhões de pessoas nas diferentes regiões geográficas mais carentes do planeta são 
afetadas pelas doenças infecciosas parasitárias, representando uma crescente ameaça mundial. 
A malária, doença de Chagas, tripanossomíase africana, leishmaniose e esquistossomose 
anualmente são responsáveis por incapacitar uma parte significativa da população de vários 
países em desenvolvimento, sobretudo do continente africano (KETTER, & MARJANOVIC., 
2004).  
 
2.2. Leishmaniose 

A leishmaniose é uma doença antroponótica e zoonótica, transmitida por um 
protozoário que durante seu ciclo de vida tem como hospedeiro vertebrado tanto o homem 
quanto animais domésticos e selvagens como roedores, caninos e os marsupiais (NEUBER, 
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2008). O hospedeiro invertebrado, ao se alimentar nestes reservatórios, contamina-se e 
transmite ao homem a doença. No caso da antroponótica é o homem o único reservatório 
(TESH, 1995). A leishmaniose é um dos maiores problemas de saúde pública de países em 
desenvolvimento. Esta doença encontra-se entre as endemias consideradas prioritárias no 
mundo, sendo citada em 98 países e territórios, acometendo 12 milhões de pessoas, sendo que 
350 milhões estão expostas à infecção (WHO, 2013). Brasil, Índia, Bangladesh e Sudão são 
responsáveis por 90% dos casos notificados de leishmaniose visceral (MISHRA et al., 2009). 
Brasil, Peru e Bolívia respondem por 90% dos casos de leishmaniose cutâneo-mucosa 
enquanto que Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, Arábia Saudita e Síria são responsáveis por 90% 
dos casos de leishmaniose cutânea. As infecções humanas são encontradas também em 16 
países da Europa. Sua incidência vem acrescendo cerca de dois milhões de casos mundiais ao 
ano (WHO, 2013). 

Um grande número de mamíferos silvestres e domésticos como roedores, carnívoros, 
marsupiais, ungulados e primatas já foram encontrados naturalmente infectados por diferentes 
espécies de Leishmania (DEANE & DEANE, 1954; LAINSON & SHAW, 1998; 
QUARESMA et al., 2011; MARCELINO et al., 2011; FREITAS et al., 2012; CARREIRA et 
al., 2012). 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) tem como agentes causadores diversas 
espécies de leishmania: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis, 
L.(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg, L. (V.) shawi. A doença pode se apresentar 
com diferentes formas clínicas: cutânea ou mucocutânea. 

A LTA tem vasta distribuição mundial e no continente americano. Existem registros 
de casos desde o norte da Argentina ate extremo sul dos Estados Unidos, com exceção do 
Chile e do Uruguai. É considerada pela OMS como uma das seis mais importantes 
enfermidades, pelo seu alto grau de detecção e sua capacidade de produzir deformidades. 

O Brasil está entre os países considerados altamente endêmicos, nos casos de 
leishmaniose cutânea no mundo. A leishmaniose tegumentar americana é uma das afecções 
dermatológicas que merece atenção, pela sua dimensão, assim como ao risco de ocorrência de 
deformidades que pode produzir no ser humano, e também pelo envolvimento psicológico, 
com reflexos no campo social e econômico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser 
considerada uma doença ocupacional (BRASIL, 2006). 

A doença tem aspectos clínicos diversos, podendo agredir a pele, as mucosas e as 
vísceras. A Organização Mundial de Saúde (OMS) divide as leishmanioses em quatro grupos 
clínicos: cutânea, mucocutânea, cutâneo-difusa e visceral. Um grande número de mamíferos 
silvestres e domésticos como roedores, carnívoros, marsupiais, ungulados e primatas já foram 
encontrados naturalmente infectados por diferentes espécies de Leishmania (DEANE & 
DEANE, 1954; LAINSON & SHAW, 1998). As espécies citadas produzem a forma mais 
frequente da doença e sua clinica começa com o aparecimento uma pápula ou nódulo no sítio 
de inoculação pelo mosquito infectado. A pápula aumenta lentamente para formar uma úlcera 
crônica podendo se estender de duas semanas a seis meses ou até por três anos podendo ou 
não curar espontaneamente (REITHINGER et al., 2007). 

A forma mucocutânea inicia com úlceras simples de pele, induzindo metástases na 
região oronasal, ocasionando destruição do tecido em alguns casos podendo ser extremamente 
mutilantes. A forma cutânea-difusa produz lesões crônicas e disseminadas, com aspecto 
hanseniforme e muito difíceis de curar. Estas lesões múltiplas contêm um grande número de 
parasitos e são causadas pela L. amazonensis. Ao contrário da forma mucocutânea, que leva a 
um aumento da imunidade celular do hospedeiro, a leishmaniose cutânea difusa caracteriza-se 
pela falta de resposta celular e pela não resposta ao teste de Montenegro (LAINSON, 1983). 

No Brasil, a maior parte dos casos em humanos ocorria no Nordeste. Nos últimos anos 
as regiões Sudeste e Norte adquiriram uma dimensão significativa desses casos. Na década de 
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90 mais de 85% das notificações ocorriam no Nordeste, a partir de 2007 esse percentual 
permanece inferior a 50% dos casos (SESA, 2009). Cerca de 75% dos registros no Brasil 
estão nas regiões Norte e Nordeste. No Nordeste, a endemia é persistente também em áreas de 
colonização antiga, especialmente nas zonas serranas dos estados do Ceará, Paraíba e Bahia 
(VERONESI, 2005). 

A ação do homem sobre o meio ambiente na região Sudeste modificaram 
profundamente as características epidemiológicas da doença. Em Minas Gerais, podem ser 
vistos focos no Vale do Rio Doce, e também focos atuais na periferia de Belo Horizonte (LUZ 
et al., 2001; SESA, 2009). 
 
2.2.1. Leishmania sp 

O gênero Leishmania (Filo protozoa: Ordem Kinetoplasticida: Família: 
Trypanossomatidae) descrito por Ross em 1903 envolve protozoários unicelulares e 
heteróxenos, transmitidos a vários mamíferos por vetores dípteros da família Psychodida, 
hematófagos pertencentes aos gêneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia (Figura 1) 
no Novo Mundo (READY, 2010; SHUKLA et al., 2010) com ampla distribuição nas regiões 
com climas quentes e temperados (BORASHI & NUNES, 2007). O gênero abrange cerca de 
20 espécies, existentes em duas formas morfológicas a forma flagelada promastigota e a 
forma amastigota, parasita intracelular obrigatório de macrófagos de mamíferos (WHO, 
acessado em abril de 2013).  
 
2.2.2. Classificação  

As espécies que infectam o homem que causam as leishmanioses são classificadas em 
complexos e agrupadas em dois subgêneros Viannia e Leishmania, de acordo com o tipo de 
desenvolvimento dos flagelados no trato digestivo dos flebotomíneos, entre outros aspectos 
(LAINSON & SHAW, 1987). O subgênero Leishmania (Leishmania) possui desenvolvimento 
predominante nos intestinos médio e anterior e, desenvolvimento suprapilário e para a 
Leishmania (Viannia) desenvolve-se uma fase que ocorre no intestino posterior 
(desenvolvimento peripilário). 
 
2.2.3. Transmissão 

A transmissão ocorre pela picada das fêmeas infectadas de insetos dos gêneros 
Phlebotomus e Lutzomyia, Figura 1, (VENDRAMETTO et al., 2010). Existem cerca de 20 
espécies e subespécies do parasita que são responsáveis pelas diferentes manifestações 
clínicas da doença, que vão desde uma úlcera na pele que cicatriza sozinha até uma doença 
mais grave, como a leishmaniose visceral (GIAROLLA et al., 2010; VENDRAMETTO et al., 
2010). 

Durante o repasto sanguíneo do mosquito ocorre a infecção do hospedeiro 
invertebrado por formas amastigotas. Quando os parasitos alcançam o intestino médio do 
inseto, são envolvidos por uma membrana quitinosa, chamada matriz peritrófica, 
transformando-se em flagelados pequenos, com formas ovaladas e com pouca mobilidade e 
com alta taxa de multiplicação. Em alguns dias, transformam-se em formas promastigotas 
delgadas e longas, que rompem a matriz peritrófica, fixam nas vilosidades intestinais do 
inseto e migram para as porções anteriores do tubo digestivo, enquanto se transformam em 
promastigotas metacíclicos (MICHALICK, 2005). 

Através de endocitose os promastigotas são internalizados mediados pelos receptores 
na superfície do macrófago. As leishmanias apresentam os lipofosfoglicanos, que intervêm 
nas funções das células macrofágicas e dendríticas, e na proteína de membrana 
metaloprotease gp63, a qual as protege da lise mediada pelo sistema complemento e 
facilitando a entrada nos macrófagos (MURRAY et al., 2005). Dentro do fagolisossomo, os 
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promastigotas se transformam em amastigotas, sendo capazes de controlar o pH do vacúolo 
digestivo e multiplicando-se por divisão binária no interior do fagolisossomo. Na falta de 
controle parasitário na célula hospedeira os amastigotas são liberados após o rompimento e 
serão internalizados por outros macrófagos (MICHALICK, 2005). 
 

 
Figura 1. Lutzomya longipalpis, díptero transmissor da Leishmaniose 

Fonte: http://faculty.vetmed.ucdavis.edu/faculty/gclanzaro/lab/images/sandflybylanzaro.jpg 
 
2.2.4. Ciclo de vida 
 

O ciclo de vida do parasita compreende a forma promastigota flagelada (Figura 2) que 
se encontra na fêmea do inseto flebotomíneo, vetor do parasita e a forma amastigota (Figura 
3), presente nos hospedeiros mamíferos (SOUZA et al., 2009; VENDRAMETTO et al., 
2010). As formas amastigotas são parasitas intracelulares obrigatórios de macrófagos, e 
raramente são encontradas em outros tipos de células (LEOPOLDO et al., 2006). No 
macrófago, as formas amastigotas são encontradas no fagolisossomo onde se multiplicam e 
crescem (SOUZA et al., 2009).  

 

 
Figura 2. Leishmania sp, forma promastigota (fonte: ViqarZaman, 1979). Clínica Sinclair 

Stammers/TDR/OMS) 
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Figura 3. Leishmania sp, forma amastigota (Fonte: Atlas de Parasitologia) 
 

A Figura 4 ilustra o ciclo clássico de transmissão da Leishmania spp. desde o repasto 
sanguíneo do vetor até o desenvolvimento da doença. 
 

 
Figura 4. Ciclo clássico de transmissão de Leishmania sp. Fonte: pt.wikipedia.org 

 
2.2.5. Diagnóstico e quimioterapia 

 
O diagnostico da leishmaniose baseia-se em diversos aspectos como clínicos, 

epidemiológicos e laboratoriais. O diagnóstico parasitológico é feito através de visualização 
de esfregaço em lâminas, isolamento em meios de cultura e inoculação em animais de 
laboratório utilizando biópsia ou punção aspirativa de material de medula, baço, fígado e 
linfonodos. A sensibilidade varia dependendo do tecido analisado a especificidade destes 
métodos é de 100% (MARZOCHI et al., 1993). No Brasil o diagnóstico sorológico é 
realizado com maior frequência sendo usado o ensaio imunoenzimático (ELISA) e a reação de 
imunofluorescência indireta (RIFI), sendo o ELISA mais sensível e menos específico que a 
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RIFI (GONTIJO & MELO, 2004). Métodos moleculares também são empregados como a 
reação em cadeia pela polimerase (PCR), que possui alta sensibilidade (MANNA et al., 2008).  

A alta toxicidade dos fármacos utilizados atualmente e as formas resistentes de 
Leishmania têm impulsionado as pesquisas para a síntese de novos compostos sintéticos, 
semi-sintéticos e produtos naturais, principalmente os fitoterápicos tradicionalmente usados 
para o tratamento de parasitoses (TEMPONE et al., 2005). 

Diversas classes de metabólitos especiais têm sido reportadas na literatura como 
eficientes agentes leishmanicidas (CARVALHO & FERREIRA, 2001). Alguns alcalóides da 
classe dos quinolínicos (FOURNET et al., 1993; FOURNET et al., 1994;  FOURNEt et al., 
1996), isoquinolínicos (AKENDENGUE et al., 1999); e indólicos (MUNOZ et al., 1994) tem 
sido reportados como promissores frente a distintas espécies de Leishmania. 

O tratamento da leishmaniose através da quimioterapia é baseado na utilização de 
medicamentos que possuem metais pesados tóxicos, conhecidos como antimoniatos, entre 
eles os mais usados são o antimoniato de meglumine (Glucantime®) e o estibogluconato de 
sódio (Pentostan®). Outros medicamentos como Pentamidina e Anfotericina B(figura 5) 
também são utilizados quando este tipo de tratamento não é efetivo e, são de administração 
injetável e precisam de supervisão clínica ou hospitalização devido à severidade dos efeitos 
colaterais (CHAN-BACABAND & PENA-RODRIGUEZ, 2001). 

O tratamento da leishmaniose não é satisfatório em termos de efetividade e toxicidade, 
a resistência às drogas já existentes e a sensibilidade de diferentes cepas às mesmas também 
dificultam o tratamento (OSÓRIO et al., 2007).  

Uma das mais antigas formas de prática medicinal da humanidade é a utilização de 
plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevenção de doenças no início da década 
de 1990, a Organização Mundial de Saúde (OMS) anunciou que 65-80% da população dos 
países em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como única forma de acesso 
aos cuidados básicos de saúde (CARVALHO & FERREIRA, 2001).  

Tradicionalmente as plantas são usadas para o tratamento de doenças causadas por 
protozoários e vêm recebendo importante atenção em pesquisas na procura de novas 
substâncias com atividade antiparasitária (TEMPONE et al., 2005), onde os extratos e 
metabolitos especiais de plantas podem prover uma imensa fonte de agentes medicinais 
(ROCHA et al., 2005). 

 
 

Figura 5.  Estrutura química de Anfotericina B e Pentamidina 
Fonte: Wikimedia Commons.org repository 



 

9 
 

Em locais endêmicos, devido à dificuldade ao acesso de medicamentos, vários 
pacientes acabam utilizando tratamentos populares para aliviar os sintomas, muitas vezes 
esses tratamentos também são utilizados juntamente como o tratamento tradicional (CHAN-
BACABA & PENA-RODRIGUEZ, 2001).  

Alguns metabólitos secundários encontrados em plantas vêm sendo estudados no 
tratamento de doenças parasitárias, incluindo alcalóides e acetogeninas presentes em plantas 
da família da Annonaceae (TEMPONE et al., 2005; OSÓRIO et al., 2007).  
 
2.3. Doença de Chagas 
 

A doença de Chagas é uma zoonose causada pelo protozoário denominado 
Trypanosoma cruzi é transmitida pelo inseto triatomíneo (hemíptero hematófago da família 
Reduviidae). Esse protozoário pertence ao subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida, 
família Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma (CHAGAS, 1909; LANA & TAFURI, 
2000; SCHMUNIS, 2000; REY, 2001) (Figura 5).     

O Brasil ganhou em junho de 2006, a certificação referente à erradicação da 
transmissão da doença de Chagas pelo seu vetor principal (Triatoma infestans) e pela via 
transfusional, concedida pela Organização Pan-Americana da Saúde (Opas), da OMS.      
Porém, existe mais de 42 espécies de triatomíneos relacionados no Brasil, reforçando a 
necessidade de ações de vigilância (VINHAES, 2006; DIAS, 2000; DIAS, 2006). Além disso, 
também foi registrada a transmissão da doença por novos vetores (PETHERICK, 2010). 

A doença de Chagas compreende duas fases clínicas distintas: aguda e crônica. A fase 
aguda, caracterizada por alta parasitemia no sangue, podendo ser letal em indivíduos 
imunocomprometidos e em crianças, ou evoluir para a doença crônica que tem como 
característica a baixa parasitemia, tendo evolução longa e podendo causar cardiopatia grave 
(COURA, 2009; DIAS, 2009). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 6 triatomíneos transmissores da Doença de Chagas 
                        Fonte: Disponível em http://www.sciencedaily.com/ http://cbme.USP.br 

 
Aproximadamente 3,5 milhões de pessoas estavam vivendo com doença de Chagas no 

Brasil no início dos anos 2000. Ainda que a transmissão fosse completamente obstruída, pela 
distribuição da faixa etária na prevalência da doença e pela sua mortalidade, passar-se-iam 
muitas décadas para que sua erradicação fosse total antes que a doença pudesse ser 
considerada erradicada (MASSAD, 2007). 
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Ultimamente, a disseminação internacional da doença passou a existir através dos 
viajantes e imigrantes, considerando-se que a infecção pelo T. cruzi ocorre congenitamente, 
por via oral, transfusão de sangue e transplante de órgãos (SCHMUNIS & YADON, 2010; 
COURA & VIÑAS, 2010). 
 
2.3.1 Classificação e transmissão 
 Existem três ciclos de transmissão vetorial o domestico, o silvestre e o peridomestico. 
O ciclo de maior importância epidemiológica é o domestico, já que envolve a infecção em 
seres humanos. Neste ciclo, o vetor cresce e se multiplica em fendas nas paredes, buracos nos 
telhados, debaixo e atrás de moveis, quadros e outros pontos das residências com paredes de 
barro ou tijolo cru e telhados de palha (BRENER et al., 2000). 
 Os principais mecanismos de transmissão são pelo contato com as fezes e urina de 
triatomíneos contaminados cujo principal gênero é o Rhodnius.( figura 6) 
 
2.3.2. Ciclo de vida e formas evolutivas do Trypanossoma cruzi 
 O T. cruzi apresenta três estágios no seu ciclo de vida (Figura 7), ilustra o ciclo 
biológico de transmissão do T. cruzi apresentando o ciclo no inseto e o ciclo em mamíferos 
dotado de características morfológicas e biológicas diferentes. São elas as seguintes formas 
evolutivas: epimastigota (encontrada no tubo digestivo do vetor) (Figura 8), tripomastigota 
(encontrada no vetor, sangue e espaço intercelular do hospedeiro vertebrado) (Figura 9) e 
amastigota (encontrada no interior de células do hospedeiro vertebrado) (Figura 10) definidas 
com base na forma geral da célula (esférica, piriforme e alongada), na posição relativa entre o 
núcleo e o cinetoplasto (anterior, lateral e posterior) e na maneira da saída do flagelo da bolsa 
flagelar (central ou lateral). Ao chegar ao estômago, a forma tripomastigota transforma-se 
gradativamente em formas arredondadas, algumas com um longo flagelo colado ao corpo e 
outras com um curto flagelo, chamada de epimastigotas. Posteriormente, os parasitas migram 
para o intestino, onde se multiplicam como formas epimastigotas, o que pode ser observado 
cerca de 25 horas após o repasto sanguíneo. Finalmente, migram para a parte mais posterior, 
atingindo o reto, e transformam-se em tripomastigotas metacíclicos, que são eliminados junto 
com as fezes e urina do triatomíneo (SOUZA, 1999).  

 

 
 

Figura 7: Ciclo biológico do T. cruzi. 
Fonte: Disponível em: http://miriamsalles.info/wp/?p=3512. Acesso em: 19 de abril de 2011. 
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Figura 8. Formas epimastigotas do T. cruzi. 

                          Fonte: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=69 
 

 
Figura 9. Formas tripomastigotas sangüíneas do T. cruzi. 

Fonte: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=69 
 

 
Figura 10. Formas amastigotas intracelulares do T. cruzi 

Fonte: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=69 
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A infecção pelo T. cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando os parasitas 
eliminados pelo inseto na forma tripomastigotas metacíclicas, são inoculados na pele ou 
mucosas do vertebrado. A maneira mais comum é a vetorial, através da picada do barbeiro, 
que, durante o processo de ingestão do sangue, deposita suas fezes próximas ao local da 
picada (SOUZA, 1999).  
 
2.3.3. Diagnóstico e quimioterapia 

Diversas cepas de T. cruzi foram isoladas de diversos países e zonas geográficas. 
Diferenças importantes na resistência às substancias em uso, em teste em laboratório, ou em 
estudos clínicos, foram descritas entre as diferentes cepas do parasito, dificultando a busca por 
novos fármacos anti-T. cruzi (MORELO et al., 1994). 

O fármaco mais freqüentemente utilizado no tratamento da Doença de Chagas no 
Brasil é o Benzonidazol (Figura 11A) um derivado nitroimidazólico, com cujo nomenclatura é 
6-N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida, desenvolvido na década de 1960. Esse composto é 
ativo na fase aguda da Doença de Chagas, curando cerca de 70% dos infectados, mas 
apresenta eficácia limitada na forma crônica da doença, com expressivos efeitos colaterais, 
provavelmente como consequência de lesões oxidativas ou redutivas nos tecidos do 
hospedeiro. Estes efeitos colaterais, os quais incluem anorexia, vômitos, polineuropatia 
periférica, reações de hipersensibilidade, e, mais raramente, leucopenia e trombocitopenia, 
podem, em alguns casos, impedir a continuação do tratamento (URBINA & DO CAMPO, 
2003; SANTORO et al., 2007). 

Outro fármaco utilizado foi o Nifurtimox (Figura 11B) que foi retirado do mercado 
devido aos vários efeitos colaterais sofridos pelos pacientes (RASSI et al,2002) e, desde a 
década de 1980, o Nifurtimox teve a sua comercialização descontinuada, primeiro no Brasil e 
em seguida em outros países da América do Sul (COURA & CASTRO, 2002).  

Atualmente, a quimioresistência apresentada pelos parasitos está muito presente em 
alguns países onde os fármacos usados em clínica não são mais utilizados com eficiência. 
Mesmo com as dificuldades, a falta de novos agentes tripanocidas e o aumento da resistência 
conduziram os estudos para melhor entendimento dos mecanismos de ação e compreensão da 
quimioresistência (BOIBESSOT et al., 2002). 

Na literatura atual, observam-se investigações sobre a atividade tripanocida com uma 
grande variedade de extratos naturais, especialmente os vegetais, os componentes isolados e 
os semi-sinteticos (COURA & CASTRO, 2002). Estudos em diferentes países, incluindo 
Brasil, Argentina, Bolívia, México e Colômbia vêm mostrando muitas plantas com atividade 
contra o T. cruzi (MUELAS-SERRANO et al., 2000; WENINGERET et al., 2001; ABE et al., 
2002; IGWEH et al., 2002). 
 

                             
Figura 11. Estruturas químicas do Benzonidazol e Nifurtimox. 

 
2.4. Plantas Medicinais 

A variedade química e as diferentes bioatividades das plantas vêm acarretando o 
desenvolvimento de centenas de novos fármacos (LUIZE et al., 2005). Principalmente quando 
se trata de plantas brasileiras considerando a extensa e diversificada flora do país (YUNES et 
al., 2001). 
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Pela diversidade da flora e aos aspectos culturais na utilização de plantas na forma de 
extratos brutos ou infusões, o seu uso tornou-se prática muito comum na terapêutica de 
infecções no Brasil (CALIXTO, 2000, ITOKAWA et al., 2008). Apesar da descoberta de que 
muitas moléculas com propriedades curativas tenham se originado de investigações com 
produtos naturais de origem vegetal, a produção em larga escala de muitos desses fármacos 
requer processos especiais de obtenção dos princípios ativos além de estudos de modelagem 
molecular e síntese química para sua obtenção. 

O Brasil possui uma biodiversidade de sua flora com plantas nativas e adaptadas que 
lhe atribuem um grande potencial para desenvolvimento de fitoterápicos e outros fármacos a 
partir de insumos vegetais. As culturas tradicionais brasileiras utilizam com frequência as 
plantas medicinais com propriedades curativas, e esse conhecimento é transmitido ao longo de 
gerações (Brasil, 2006). 

Plantas são importantes fontes para a descoberta de novas substâncias, sobretudo com 
ação antiparasitária, devido à associação entre a convivência dos parasitos, seres vivos e 
plantas medicinais (ANTHONY et al., 2005). Os produtos naturais proporcionam moléculas 
com impacto intenso na saúde humana, metabólitos secundários são produzidos na natureza 
com características biológicas distintas. Diversos estudos já legitimaram o efeito de produtos 
naturais como potenciais fontes de novos e seletivos agentes para o tratamento de doenças 
tropicais causados por protozoários e outros parasitos (MISHRA et al., 2009).  

O metabolismo das plantas é formado por um conjunto de reações químicas que estão 
ocorrendo ininterruptamente nas células. A síntese de compostos como aminoácidos, 
açúcares, ácidos graxos e nucleotídeos, essenciais para a sobrevivência dos vegetais, faz parte 
do metabolismo primário. Paralelamente, os compostos sintetizados em outras vias, não 
demonstram ter relação com a sobrevivência do vegetal, fazendo parte do metabolismo 
secundário (MORAIS & BRAZ-FILHO, 2007). Muitas substâncias produzidas pelo 
metabolismo secundário possuem características biológicas importantes e estão inteiramente 
envolvidas nos mecanismos que permitem a adaptação da planta ao seu meio. Diversos 
metabólitos secundários têm diferentes funções biológicas, agindo na proteção contra raios 
ultravioletas, na defesa contra herbívoros e microrganismos, atração de polinizadores ou 
animais dispersores de sementes (FUMAGALI et al., 2008).  

Devido à viabilidade restrita de agentes quimioterápicos leishmanicidas eficazes em 
áreas endêmicas, uma ampla parte da população que vive nestes lugares depende de plantas 
medicinais que são usadas em tratamentos populares para tratar e aliviar os sintomas da 
leishmaniose (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001). 

O Brasil é o país com maior variedade genética vegetal do mundo, descrito com mais 
de 55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO & SILVA, 2006), apenas 8% desse percentual 
biológico foi avaliado na procura de compostos bioativos das 1.100 espécies vegetais 
analisadas em suas propriedades medicinais. Sendo que 590 plantas foram registradas no 
Ministério da Saúde para comercialização (SIMÕES et al., 2004).  

A pesquisa por novos e melhores medicamentos com alta viabilidade e baixa 
toxicidade vem sendo apoiada pela Organização Mundial de Saúde através de seu Programa 
de Doenças Tropicais e, tem considerando a investigação sobre o uso plantas no tratamento da 
leishmaniose como essencial e de alta prioridade (OMS, 2012).  

O uso de plantas para obtenção de novos fármacos tem aumentado pela necessidade do 
combate a microorganismos resistentes aos fármacos sintéticos atuais e da melhora no 
controle de doenças endêmicas (CROFT & COOMBS, 2003; SHARIEF et al., 2006).  

O significativo desenvolvimento da pesquisa de produtos naturais nos últimos anos 
deve-se especialente ao rápido progresso de técnicas de isolamento e análise dos compostos 
bioativos em plantas e pela facilidade da busca de informações em diversos sistemas de bases 
de dados. O alvo principal da pesquisa fitoquímica é conhecer as espécies vegetais e seus 
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constituintes químicos através do isolamento e identificação dos metabólitos secundários 
(WRIGLEY et al., 1997, PINTO et al., 2002).  
 
2.4.1. Desenvolvimento de novos agentes antiparasitários 

O desenvolvimento de uma quimioterapia antiparasitária ocorre pelo estabelecimento 
de princípios ativos de plantas utilizadas na medicina popular, pela investigação de 
substâncias já aprovadas para o tratamento de outras doenças, uma vez que elas já foram 
submetidas a ensaios clínicos ou, através da determinação de alvos específicos identificados 
em vias metabólicas importantes para o parasito. Diversos estudos têm permitido a 
identificação de alvos potenciais em T. cruzi e leishmanias (DO CAMPO, 2001).  

Um dos estudos mais promissores é o conhecimento sobre a síntese de esteróis em 
fungos que levou à possibilidade de interferência nesta via resultando no desenvolvimento de 
uma grande quantidade de fármacos para o tratamento de micoses superficiais e sistêmicas. 
Os tripanossomatídeos, assim como fungos, sintetizam ergosterol, mas não colesterol. Nestes 
parasitos, etapas da biossíntese de esteróis, que são divergentes em relação à síntese realizada 
por células de mamíferos, têm sido intensamente estudadas como alvo quimioterápico 
(MELOS & ECHEVARRIA, 2012). 

Tripanossomatídeos possuem um metabolismo de tióis peculiar no qual o sistema 
glutationa/glutationa redutase é substituído por tripanotiona/tripanotiona redutase (TR). Esta 
enzima mantém a tripanotiona na sua forma reduzida e assim capaz de ser oxidada para 
tripanotiona redutase, levando à redução dos níveis de radicais livres e contribuindo para a 
manutenção de um ambiente intracelular redutor. TR pertence à família das FAD-dissulfeto 
oxirredutase que compreende além da glutationa redutase, a lipoamida desidrogenase e a 
tiorredoxina redutase. A determinação da estrutura do centro ativo de TR permitiu a busca de 
inibidores, tendo sido estudada uma grande variedade de compostos que interferem nessa via 
metabólica (MELOS & ECHEVARRIA, 2012). 
 
2.4.2. Produtos naturais com atividade antiparasitária 

As plantas e seus extratos têm sido usados por muitos séculos como terapêutica de 
diferentes doenças, desde dores de cabeça até infecções parasitárias, apenas nos últimos anos 
as pesquisas começaram a determinar quais medicamentos procedentes de plantas seriam 
ativos e quais seriam seus mecanismos de ação (ANTHONY et al., 2005; VIEIRA et al., 
2008). Estima-se que entre 65-80% da população mundial é dependente inteiramente das 
plantas como medicamentos (OGBADOYI et al., 2007). O Brasil tem uma posição relevante 
na biodiversidade mundial, por apresentar áreas de importância de diversidade biológica: a 
Mata Atlântica, a Amazônia e o Cerrado (BASSO et al., 2005). Diversas plantas são usadas 
como medicamento natural sem qualquer base cientifica (BRAGA et al., 2007).  

Moléculas bioativas obtidas de algumas espécies vegetais estão sendo usadas em 
muitos países (WILLCOX et al., 2001). Popularmente muitas receitas caseiras são usadas no 
Brasil. Existem relatos no Estado da Bahia, onde já foram identificadas 49 plantas sendo 
usadas no tratamento de lesões cutâneas causadas por Leishmania. Dentre elas, as fibras da 
casca do côco (Cocos nucifera) apresentaram atividade leishmanicida sobre formas 
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, e nos ensaios com macrófagos infectados foi 
observada diminuição de 44% na carga parasitária e aumento de 182% na produção de óxido 
nítrico, agente responsável pela morte amasigotas intracelular (SOARES et al., 2004). 
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2.4.3. A família Euphorbiaceae 

A espécie vegetal estudada neste trabalho pertence à família Euphorbiaceae.  
A família Euphorbiaceae compreende cerca de 300 gêneros e 6000 espécies, 

distribuídas principalmente em regiões tropicais. Ocorrem no Brasil, cerca de 70 gêneros e 
1000 espécies, sendo uma família comum na constituição da flora brasileira e com grande 
complexidade na sua taxonomia (SOUZA & LORENZI, 2008). As espécies apresentam látex 
cáustico que, quando em contato direto com mucosas, especialmente nos olhos, tem 
capacidade causar lesões graves (SHLAMOVITZ et al., 2009).  

Algumas plantas da família Euphorbiaceae têm valor econômico como à mamona, 
espécie africana Ricinus communis L, cujas sementes são usadas na produção do óleo de 
rícino e de biodiesel, e a seringueira da Amazônia, Hevea brasiliensis, importante na 
produção de borracha e amplamente cultivada na Malásia e Indonésia (SOUZA & LORENZI, 
2008). Outras espécies dessa família apresentam também potencial terapêutico. Destacam-se 
o quebra-pedras, denominação comum a várias espécies do gênero Phyllanthus reconhecidas 
por suas características diuréticas, sendo utilizadas na eliminação de cálculos renais 
(BAGALKOTKAR et al., 2006; KARUA et al., 2009). As plantas do gênero Euphorbia 
apresentam várias atividades terapêuticas, nas quais se destacam as atividades antivirais, 
antitumorais e antimalariais (MACIEL et al., 2002 apud SOUZA et al., 2006; BERG, 1993). 

As plantas da família Euphorbiaceae são amplamente utilizadas no costume tradicional 
popular para fins terapêuticos. Determinadas espécies identificadas contêm compostos 
bioativos que atribuem a essas plantas potenciais para o tratamento de doenças (PUSZTAI et 
al., 2007; LAGE et al., 2009). Alguns desses compostos comprovam ter atividade sobre a 
atuação funcional de leucócitos do sangue periférico. Porém, ainda que seja provável sugerir 
que extratos de plantas do gênero Euphorbia intervenham no funcionamento de populações 
leucocitárias, os mecanismos moleculares envolvidos nesses processos ainda não estão bem 
esclarecidos (BANI et al., 2007).  
 
2.4.3.1. Croton cajucara Benth 

O gênero Croton foi descrito por Linnaeus em 1753 ao propor 13 espécies da Ásia e 
África na primeira edição de Species Plantarum. O gênero ganhou atenção de vários 
pesquisadores após esta proposta (BAILLON 1858; MUELLER 1865, 1866, 1873; BENTHAM 
1880), destacando-se Webster (1992, 1993, 1994, 2001), que sugeriu a classificação infragenérica 
mais atualizada para o gênero (SILVA; SALES & CARNEIRO-TORRES, 2009). 

A espécie Croton cajucara Benth (figura12), conhecida popularmente como sacaca, 
alvo dos estudos neste trabalho, é um arbusto grande de até 6 m de altura, nativo da Amazônia 
e com centro de dispersão no estado do Pará. Trata-se de uma espécie pioneira que dá início a 
recuperação da cobertura vegetal em áreas devastadas. A presença de linalol nas folhas desta 
planta em proporções acima de 60% foi comprovada há trinta anos. O chá das cascas da 
sacaca é empregado de acordo com a tradição na Amazônia contra diabetes, inflamações do 
fígado, vesícula e rins, para baixar o índice de colesterol, como auxiliar no tratamento de 
malária, e contra azia, gastrite e má digestão causadas pela ingestão de bebidas alcoólicas 
(MACIEL, 2007). O principal produto natural desta espécie vegetal bioativos apolares das 
cascas desta classe vegetal é o diterpeno desidrocrotonina.  

O gênero Croton, um dos mais abundantes da família Euphorbiaceae, de acordo com 
Pax e Hoffman, pertence à subfamília Crotonoideae e tribo Crotoneae. No Brasil existem mais 
de 300 das cerca de 700 espécies desse gênero, muitas das quais, têm suas propriedades 
químicas e/ou farmacológicas conhecidas (Tabela 1) (HOEHNE, 1935, ABREU et al., 2001). 
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Figura 12. Croton cajucara folhas, cascas e arbusto. 

Fonte: The Board of Trustees of the Royal Botanic Gardens 



 

17 
 

Tabela 1 - Espécies do gênero Croton que ocorrem no Brasil. 
Croton abeggii  Croton hemiargyreus  Croton pullei  
Croton aff. mucronifolius  Croton heterocalyx  Croton rhamnifolius  
Croton antisiphiliticus  Croton inaequilobus  Croton sacaquinha  
Croton argyrophylloides  Croton jacobinensis  Croton salutaris  
Croton cajucara  Croton junceus  Croton sampatik  
Croton caperoniifolius  Croton maracayuensis  Croton sepotubensis  
Croton celtidifolius  Croton matourensis  Croton sincorensis  
Croton cordiifolius  Croton micans  Croton sonderianus  
Croton crustulifer  Croton microgyne  Croton sphaerogynus  
Croton cuneatus  Croton nepetifolius  Croton tessmannii  
Croton echioides  Croton nummularius  Croton tetradenius  
Croton essequiboensis  Croton ocalia  Croton urucurana  
Croton glechomifolius  Croton organensis  Croton zehntneri  
Croton goyazensis  Croton piptocalyx  
Croton gracilescens  Croton priscus  

 
A espécie C. cajucara mostrou-se rica em metabólitos especiais da classe dos 

terpenos, tendo sido já isolados diversos diterpenos do tipo nor-clerodanos como trans-
desidrocrotonina (DCTN), trans-crotonina (CTN), e triterpenos como o ácido 
acetilaleuritólico (AAA) (Figura 13). 
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Figura 13. Diterpenos do tipo clerodano trans-desidrocrotonina (DCTN) e crotonina (CTN), 
e o triterpeno ácido     acetilaleuritólico (AAA) isolados como componentes majoritários de 

Croton cajucara Benth. 
 
2.4.3.2. Terpenos 

Os metabólitos especiais terpenos originam-se principalmente da via do acetato-
mevalonato a partir de uma unidade de isopreno. São precursores de quatro classes hormonais 
de plantas, as citocininas (CKs), o ácido abscísico (ABA), as giberelinas (GAs) e os 
brassinoesteróides (BR).  

Esses compostos podem ser encontrados, também, em organismos marinhos, 
microrganismos e em menor extensão em fungos (CONNOLLY & HILL, 2005). 
Proporcionam uma grande variedade estrutural proveniente da junção cabeça-cauda de 
unidades de cinco átomos de carbonos chamadas de unidades isoprênicas. As estruturas 
químicas constituídas por meio de ligações de duas, três, quatro, cinco, seis e oito unidades 
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isoprênicas são chamadas de mono, sesqui, di, tri e tetraterpenos, respectivamente, A Figura 
14 mostra um exemplo para cada sub-classe de terpenos. Dessas classes, os mono e 
sesquiterpenos são os principais constituintes dos óleos essenciais e das resinas. Estima-se que 
existam quase 30.000 terpenos identificados, sendo 4.000 relativos a triterpenos (DZUBAK et 
al., 2006).  

Os triterpenos têm despertado amplo interesse nas pesquisas devido a seu extenso 
espectro de atividade biológica, como antidiabética, antibacteriana, antifúngica, antiviral, 
antitumoral, antiulcerogênica, anticariogênica, hepatoprotetora, neuroprotetora, antiparasítica, 
analgésica, anti-inflamatória, e antioxidante (COLOMA et al., 2011).  

Os hemiterpenóides são o menor grupo dos terpenos, tendo o isopreno seu 
representante mais conhecido, é um produto volátil isento nos tecidos fotossinteticamente 
ativos (CROTEAU et al., 2000).  

Os monoterpenóides são compostos por duas unidades de isopreno. Possui baixa 
massa molecular, por isso costumam a ser voláteis, são constituintes das essências voláteis e 
óleos essenciais, agindo na atração de polinizadores. Hoje em dia são conhecidos mais de 
1.000 monoterpenóides naturais e alguns têm sido aplicados na produção de especiarias, 
indústrias de perfumes e fragrâncias, indústria de alimentos e condimentos, e na culinária, 
(VIEGAS JR, 2003).  

Os sesquiterpenos são hidrocarbonetos, compostos por três unidades isopreno, 
apresentando o oxigênio em sua composição, sendo chamados de hidrocarbonetos 
oxigenados. São encontrados em espécies vegetais e insetos como agentes de defesa e 
feromônios. 

Os diterpenóides incluem um amplo grupo de compostos não voláteis, tendo extensas 
atividades diferentes que incluem os hormônios, ácidos resínicos e agentes anticancerígenos 
(ROBBERS et al., 1997; CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003). Peres (2004) 
apresenta que possivelmente o papel principal exercido por um diterpeno fosse o das 
giberelinas, na qual são importantes hormônios vegetais responsáveis expansão dos frutos de 
muitas espécies vegetais, pela germinação de sementes, alongamento caulinar entre outros.  

Os triterpenóides compõem as resinas, látex, ceras e cutículas das plantas. Dentre os 
triterpenos, estão uma enorme classe de substâncias, os esteróides. Outra classe importante 
são as saponinas. Nas plantas, as saponinas desempenham um papel relevante na defesa 
contra insetos e microorganismos (PERES, 2004).  

Os politerpenóides possuem mais de oito unidades de isopreno, com mais de 40 
carbonos na sua estrutura, como polímeros localizados na borracha (ROBBERS et al., 1997; 
CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003). 
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Figura 14. Estrutura de alguns terpenos típicos: (A1, A2, A3, A4) Monoterpenos; (B1, B2) 

Sesquiterpenos; (C1) Diterpeno; (D1) Triterpeno; (E1) Tetraterpeno. 
Fonte: Marriott et al, 2001. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Materiais 

3.1.1. Equipamentos 

Estufa bacteriológica Nova Etica 150 
Aparelho Soxhlet 
Cabine de segurança química VECO 
Centrífuga Mikro 120 analítica 
Agitador magnético 
Cabina de segurança biológica Bio Seg 09 VECO 
Microscópio invertido Zeiss  
Balança analítica  
Espectrofotômetro µQuant (Biotek-Instrument Inc., Winooski) 
 
3.1.2. Reagentes e solventes 

 
Meio LIT  Liver Infusion Triptose  
NaCl   cloreto de sodio 
 KCl    cloreto de potassio 
 Na2HPO4  Fosfato de sódio monobásico  
Triptose 
 Infuso de fígado  
 H2O destilada   
 Hemoglobina de sangue bovino 
Meio DMEM (Gibco) 
Meio Schneider  Schneider´s Insect Medium  
NaHCO3 0,0075 M Bicarbonato de sodio 0,0075 molar 
CaCl2  cloreto de calcio 
Azul de Trypan 
Pentamidina 
Benzonidazol  
Gentamicina  
Meio RPMI  
Corante hematológico Instant Prov  
Meio NNN (Novy, McNeal & Nicole),  
NADPH 
Ágar  
Sangue desfibrinado de coelho  
Meio RPMI-1640  
DMSO  
Hepes  
L-glutamina  
Penicilina 
Estreptomicina  
SFB Soro bovino fetal  
Etanol a 95%  
 



 

21 
 

3.2. Local de Realização do Trabalho de Tese 

O trabalho experimental foi realizado no Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos 
(Bio-Manguinhos) no Laboratório de Tecnologia Diagnóstica e também no Instituto Oswaldo 
Cruz no Laboratório de Bioquímica de Tripanossomatídeos todos pertencentes à Fundação 
Oswaldo Cruz. 
 
3.3. Identificação da Espécie e Preparação dos Extratos 

A espécie vegetal Croton cajucara Benth utilizada foi obtido no mercado Ver-o-peso 
de Belém/PA. Uma prévia identificação botânica da planta foi feita por Nelson A. Rosa do 
Museu Paraense Emílio Goeldi, tendo sido depositada uma exsicata no herbário deste Museu, 
sob código 247. 

A extração e isolamento dos metabólitos especiais foram feitos no Laboratório de 
Tecnologia e Tensoativos do Departamento de Química na Universidade Federal do Rio 
Grande do Norte (Natal-RN). 

Foram coletados 6 kg de cascas para o isolamento de grandes quantidades dos 
metabólitos especiais, possibilitando suas avaliações farmacológicas. Durante a coleta foram 
monitorados os seguintes itens: separação e etiquetagem do material coletado; embalagem em 
sacos plásticos; transporte do material; pesagem do material úmido; secagem do material; 
pesagem do material seco; armazenagem; moagem; pesagem do material triturado; obtenção 
de extratos. 

A armazenagem foi feita em sacos plásticos, acondicionados em caixas de papelão 
guardadas em local seguro, com baixa umidade e temperatura para a preservação e posterior 
obtenção dos óleos essenciais. Desta maneira, preveniram-se reações de oxidação, hidrólise, 
ataque de microorganismos, entre outros. A extração foi feita em aparelho Soxhlet a partir das 
cascas do tronco moído em torno de 24 h em etanol : água como solvente, esta extração 
apresenta menor risco de reações químicas, formação de artefatos, decorrentes da ação 
combinada entre solventes e temperaturas elevadas. 

Segundo o Ministério do Meio Ambiente através do Conselho de Gestão do 
Patrimônio Genético (CGEN) sob a resolução nº 29, de 6 de dezembro de 2007 que dispõe 
sobre o enquadramento de óleos fixos, óleos essenciais e extratos no âmbito da Medida 
Provisória nº2.186-16, de 23 de agosto de 2001 pelo Decreto no 3.945, de 28 de setembro de 
2001. 

O CGEN considera que a elaboração de óleos fixos, essenciais e de extratos 
comerciais, embora envolva atividades de isolamento de componentes do patrimônio 
genético, em determinados contextos não caracteriza o acesso ao patrimônio genético, o Art. 
1º não se enquadra no conceito de acesso ao patrimônio genético a elaboração de óleos fixos, 
de óleos essenciais ou de extratos quando esses resultarem de isolamento, extração ou 
purificação, nos quais as características do produto final sejam substancialmente equivalentes 
à matéria prima original. 
 
3.3.1. Rendimento do extrato, frações e metabolitos especiais ensaiados 

Foram obtidas as seguintes frações, e respectivos rendimentos a partir do extrato 
hidroalcoolico das cascas de C. cajucara após as diversas partições com solventes em 
polaridade crescente (Figura15):  

 
CC-EHA   3,4 g  
  Extrato hidroalcoolico bruto - tem a composição total dos constituintes  
  químicos. 
F1-7  994 g  
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  Óleo fixo - grupo das frações apolares de 1 a 7 contendo sesquiterpenos  
  menos  oxigenados. 
F25-27  1,1 g  
  Óleo fixo 2 – grupo de frações apolares de 25 a 27 contendo   
  sesquiterpenos mais oxigenados. 
F28  2 g  
  Fração de polaridade mediana contendo os clerodanos cis- e trans- 
  cajucarinas B. 
AAA    100 g  
  Triterpeno - ácido acetil aleuritólico 
DCTN  445 g  
  Diterpeno trans-desidrocrotonina 
CTN   100 g  
  Diterpeno trans-crotonina 
 

  
Figura 15. Amostras de Croton cajucara para ensaios. 

 
3.3.2. Solução estoque dos metabólitos especiais, extrato e frações 

Os metabólitos especiais, extrato e frações foram inicialmente diluídos em DMSO a 
uma concentração de 5mg/ml. Esta solução foi dissolvida em meio de cultura para obter uma 
solução a 1mg/ml e uma concentração de DMSO não tóxica de 0,01%. Ambas as soluções 
foram guardadas a -20°C e protegidas da luz.  
 
3.4. Ensaios Biológicos 

3.4.1. Parasitos  

Neste trabalho utilizou-se a cepa de referencia Y de T. cruzi isolada de paciente 
humano (Silva & Nussenszweig, 1953) cedida pelo Laboratório Interdisciplinar de Pesquisas 
Médicas (LIPMED/IOC) cepa MHOM/BR/77/LTB0016 de L. amazonensis cedida pelo 
Laboratório de Bioquímica de Tripanosomatídeos /IOC.  
 
3.4.2. Manutenção das formas tripomastigotas e epimastigotas para cultura de T. cruzi  

As formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y foram obtidas a partir da infecção de 
monocamadas de células VERO (Células renais de macaco verde africano) com formas 
epimastigotas em meio DMEM pH 7,5 suplementado com 5% de SBF a 37°C em atmosfera 
de 5% CO2. Após 72 horas de infecção, os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 
300 g por 30 minutos em temperatura ambiente e mantidos em repouso por uma hora a 37°C. 
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As formas tripomastigotas os parasitos foram obtidas a partir da coleta do sobrenadante desta 
cultura em repouso obtendo-se aproximadamente 1 x 106 parasitos.  

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT cuja composição é: 
NaCl 4,0 g; KCl 0,4 g; Na2HPO4  8,0 g ; Triptose 5,0 g; Infuso de fígado 5,0 g; H2O destilada  
880 mL; Soro bovino 100 mL; Hemoglobina de sangue bovino 20 mL; 0,8 mg/mL de estreptomicina; 
800U/mL de penicilina e pH entre 7,2 e 7,4 foi mantida por transferências semanais no meio LIT 
suplementado com o soro bovino fetal de 10% em 26 °C. O volume do meio de cultura em cada tubo 
foi de 8 mL. A proporção de antibiótico por tubo com LIT foi de 0,8 mg/mL de estreptomicina e 
800U/mL de penicilina.  Os parasitos foram obtidos na fase exponencial de crescimento, lavados duas 
vezes em tampão salina fosfato pH 7,4 e centrifugado a 1500 g por 10 minutos e suspendidos em meio 
LIT e a concentração ajustada para 5x106 epimastigotas/mL. 

 
3.4.3. Manutenção da cultura de L. amazonensis 

A cultura de L. amazonensis nas formas promatigotas foi realizada em meio Schneider 
complementado cuja composição é: 24,5 g de meio Schneider, NaHCO3 0,0075 M, CaCl2 0,1 
M e, suplementado com soro fetal bovino inativado a 10%, L-glutamina 2 mM, 100 U/mL 
penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina e pH 7,1. 

Os parasitas foram mantidos por transferências a cada 3 dias no meio de cultura 
Schneider em pH 7,2 suplementado com 10% de soro fetal bovino armazenado em estufa 27 
°C. 
 
3.4.4.  Produção e manutenção de amastigotas axênicas em cultura de L. amazonenses 

As formas amastigotas axênicas foram produzidas a partir do cultivo de promastigotas 
de L. amazonensis (fase metaciclica) segundo o protocolo de Cysne-Finkelstein e 
colaboradores (1998) em meio Schneider com pH 7,2 armazenado na estufa 26 °C. Os 
parasitos foram contados em câmara de Neubauer para determinar a viabilidade parasitária. A 
cultura no décimo sexto dia já estava em condições de uso, procedeu-se, assim, ao choque 
térmico para obtenção final da cultura de amastigotas axênicas.  
 
3.4.5. Triagem contra formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e 
promastigotas e amastigotas axênicas de L. amazonensis 

Com o objetivo de triar as frações com possível atividade biológica contra T. cruzi e 
Leishmania spp., os extratos, frações e compostos foram diluídos em uma concentração inicial 
de 150 µg/mL  incubados em placas de 96 poços, contendo uma concentração de 4x106 

parasitos/mL por 24 h. Como controle negativo, os parasitos foram incubados na ausência de 
amostras e com DMSO 1%; como controle positivo utilizou-se Pentamidina (0,1 µg/mL) para 
os ensaios com L. amazonensis e Benzonidazol (10 µg/mL) nos testes contra T. cruzi. Os 
experimentos foram avaliados qualitativamente em microscópio invertido, e aqueles que 
demonstraram 50% de inibição na concentração de 150 µg/mL foram utilizados em ensaios 
com diluições seqüenciais, a fim de avaliar a atividade biológica contra diferentes formas 
evolutivas dos parasitos. 
 
3.4.6. Avaliação da atividade anti-T. cruzi 

3.4.6.1. Avaliação contra as formas epimastigotas in vitro 

Os ensaios foram realizados em triplicatas em microplacas de 96 poços, contendo um 
volume total de 200 µL por poço, sendo 100 µL de meio LIT suplementado com 10% de soro 
bovino fetal e 50 µg/mL de gentamicina (Novafarma) em cada poço, foi retirado 6 µL e 
adicionado 6 µL das amostras em concentrações em ordem decrescente de 150, 75, 37,5, 
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18,76, 9,38, 4,69, 2,34, 1,18, 0,586 µg/mL para as substancias puras AAA , DCTN, CTN e  
frações F1-7, F25-27 e extrato CC-EHA  para a fração F28 nas concentrações 50, 25, 12,5, 
6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,38, 0,19 µg/mL diluídas em DMSO estéril, acrescido de 100 µL da 
suspensão de epimastigotas na concentração de (2,5 x 105 parasitas/mL) por 24, 48 e 72 h. 
Como controle, os parasitos foram incubados na ausência das amostras, na presença de 1% de 
DMSO e na presença de 10 µg/mL de Benzonidazol. Após a adição das amostras, as placas 
foram homogeneizadas e incubadas à 26 °C e avaliadas visualmente em microscópio invertido 
para verificação da motilidade dos parasitas. A atividade foi determinada por contagem em 
câmara de Neubauer para posterior avaliação estatística. Os resultados foram expressos em 
valores de IC50 (concentração que inibe 50% do crescimento dos parasitas vivos). Os ensaios 
foram repetidos 2 vezes com o objetivo de avaliar a manutenção da atividade das amostras e a 
reprodutibilidade dos resultados. 
 
3.4.6.2. Avaliação contra as formas tripomastigotas in vitro 

Neste ensaio, os parasitos foram incubados em placas de 96 poços, em triplicata, em 
meio de cultura LIT suplementado com 10% de soro bovino fetal e 50 µg/mL de gentamicina 
(Novafarma) nas concentrações em ordem decrescente de 150, 75, 37,5, 18,76, 9,38, 4,69, 
2,34, 1,18, 0,586 µg/mL para as frações AAA , DCTN, CTN, F 1-7, F25-27  e extrato CC-
EHA  para a fração F28 nas concentrações de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,38, 0,19 
µg/mL diluídas em DMSO estéril, acrescido de 100 µL da suspensão de tripomastigota na 
concentração de (4 x 105 tripomastigotas/poço). Após 24, 48 e 72 horas de incubação, os 
parasitos viáveis foram contados em câmara de Neubauer. As diferentes concentrações das 
amostras foram avaliadas com o objetivo de determinar a concentração que inibe em 50% o 
crescimento ou a viabilidade dos parasitos (IC50). O como controle positivo foi o utilizado o 
benzonidazol na mesma concentração utilizada na avaliação de epimastigota.  
 
3.4.7. Avaliação da atividade anti-L. amazonensis 

3.4.7.1. Avaliação contra as formas promastigotas e amastigotas axênicas 

As avaliações das atividades anti-leishmania frente a L. amazonensis nas formas 
promastigotas e amastigotas axênicas, foram realizada em meio de cultura Schneider com pH 
7,2 suplementado com 10% de soro fetal bovino nas concentrações em ordem decrescente de 
150, 75, 37,5, 18,76, 9,38 µg/mL para as frações AAA , DCTN, CTN, F 1-7, F25-27 e extrato 
CC-EHA  para a fração F28 nas concentrações de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125µg/mL diluídas em 
DMSO estéril, acrescido de 100 µL. As culturas em microplacas de 96 poços foram incubadas 
a 26 °C, por 24, 48 e 72 h. Os extratos, frações e produtos naturais isolados foram avaliados 
em diferentes concentrações e dissolvidos em DMSO. Posteriormente, os parasitas vivos 
foram contados em câmara de Neubauer. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e 
repetidos duas vezes. 

A atividade antiparasitária foi avaliada pela contagem do número de parasitas em 
câmara de Neubauer. A viabilidade celular dos compostos foi avaliada pelo cálculo do IC50. 
Como controles, os parasitos foram incubados na ausência das amostras, na presença de 1% 
de DMSO e na presença de 10 µg/mL de Pentamidina como controle positivo. 
 
3.4.7.2. Avaliação contra as amastigotas intracelulares 

Para a avaliação da atividade sobre amastigotas intracelulares em macrófagos 
peritoneais murinos foram obtidos por lavagem peritoneal (Figura 16) com 5 mL de meio 
RPMI gelado (Sigma).  O lavado peritoneal foi ajustado à concentração de 2 x 106 

macrófagos/mL, plaqueado em câmaras LAB-TEK e incubados por 1 hora a 37 °C e 5 % 
CO2. As células aderidas foram incubadas com promastigotas de L. amazonensis, na razão de 
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3:1, a 37°C e 5 % CO2. Após 4 h, as câmaras foram lavadas novamente, para remover os 
parasitos livres. As monocamadas foram incubadas com as substâncias em teste, por 24, 48 e 
72 h a 37°C e 5 % CO2. Após o período de incubação, a atividade anti-amastigota foi avaliada 
microscopicamente, corando-se as câmaras com o sistema de corante hematológico Instant 
Prov (Newprov, Curitiba, Brasil) e contando pelo menos 100 macrófagos por amostra. Os 
resultados foram expressos em índice de infecção (IF), utilizando a seguinte fórmula:  

 
IF = % células infectadas X número de amastigotas/número total macrófagos. 
 
O cálculo do IC50 foi feito por análise de regressão logarítmica, no GraphPad Prism 

5.0. Os resultados foram obtidos em dois experimentos independentes, realizados em 
duplicatas.  

Todos os procedimentos envolvendo animais experimentais foram realizados de 
acordo com protocolos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 
(COBEA) e foi aprovado pela comissão de ética no uso de animais (CEUA- Fiocruz) sob o 
número do protocolo LW07/10. 

 
3.4.7.3 Cultivo e avaliação da citotoxicidade em células THP-1(células humanas de 
leucemia monocítica aguda) 

A linhagem de células de leucemia monocítica humana aguda THP-1 (TSUCHIYA, et 
al., 1980) foi obtida do Laboratório de Imunologia Clinica da Fiocuz e cultivada em garrafas 
de cultura de 75 cm2 contendo 12 mL de RPMI 1640, pH 7,4 suplementado com 10% (v/v) de 
SBF, 12,5 mM de tampão HEPES, 100 U/mL penicilina, 100 µg/mL estreptomicina, 2 mM de 
Glutamina, 1mM de Piruvato de Sódio e mantidas em uma estufa a 37°C e atmosfera 5% de 
CO2. A linhagem foi mantida através de repiques no 3º ou 4 º dia de crescimento e 
reinoculadas a uma densidade de 3 x 105/mL, após uma lavagem em PBS, o número de 
células viáveis foi determinado pelo teste de exclusão do azul de trypan (0,02%), quantificado 
em Câmara de Neubauer e ajustado a concentração desejada em meio RPMI completo. Para 
os experimentos, utilizaram-se células com no máximo 15 passagens. 

A contagem e a avaliação da viabilidade das células THP-1 foram realizadas num 
hemacitómetro (câmara de Neubauer) da Albert Sass (profun-didade - 0,1mm; 1/400 mm2), 
utilizando um microscópio AE21, da Motic. 

 
3.4.8. Avaliação do conteúdo de ergosterol na fração lipídica 

3.4.8.1. Preparo dos parasitos para ensaios do ergosterol 

As promastigotas foram obtidas a partir de amastigotas isoladas de lesão de 
camundongos Balb/c infectados, inoculadas em meio bifásico, onde a fase sólida era 
constituída de meio NNN (Novy, McNeal & Nicole), contendo ágar com 15% de sangue 
desfibrinado de coelho e como fase líquida o meio Schneider, pH 7,2, esterilizado por 
filtração em membrana de 0,22 µm, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado 
pelo calor (56 °C durante 30 min), adicionado de 1 mM de L-glutamina, 100 U/mL de 
penicilina G potássica e 100 µg/mL de estreptomicina. A cultura de promastigotas foi mantida 
em estufa incubadora B.O.D. com passagens semanais consecutivas em meio Schneider e a 
temperatura de 26 °C. 
 
3.4.8.2. Obtenção da cultura de promastigotas de L. amazonensis  

As promastigotas foram cultivadas em garrafas de 25 cm2 em meio Schneider 
suplementados com o soro bovino fetal a 10% em 26 °C por 72 h. O volume do meio de 
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cultura final foi de 15 mL Após as 72 h diluíram-se as amostras 1/10 em PBS e contou-se em 
câmara de Neubauer. Preparou-se 3 garrafas de 25 cm2 com um volume de 10 mL para os 
seguintes compostos AAA , DCTN e controle, seguindo a Tabela 2. Posteriormente, extraiu-se 
o conteúdo de lipídeos segundo o protocolo Bligh e Dyer (1959). 

 
Tabela 2. Volumes utilizados na cultura de promastigotas de L. amazonensis para a extração 

do conteúdo lipídico. 
 Terpenos DMSO Meio + soro 

bovino 
Parasito 

Controle do 
parasito 

_ 17,8 µL 8982,2 µL 1 mL 

DCTN 4 µL 13,8 µL 8982,2 µL 1 mL 
AAA 17,8 µL - 8982,2 µL 1 mL 

 
3.4.8.3. Preparo de solução estoque dos produtos naturais 

Foram preparadas soluções estoques dos compostos para os testes baseados nos 
valores de IC50 com um valor padrão de 50 µM. Todas as amostras foram diluídas em DMSO. 
Para melhor solubilização dos compostos colocou-se por 5 minutos em banho-maria a 37 °C 
sob agitação magnética. 
 
3.4.8.4. Cromatografia de camada fina 

Lipídios neutros de L. amazonensis na forma de promastigotas foram extraídos como 
descrito previamente (Bligh e Dyer,1959). Os parasitas foram incubados a 26 ºC com meio 
Schneider, com SBF a 10% em a presença dos produtos naturais. Após 72 h, 1,0 ×108células 
de cada amostra foram colhidas e lavadas três vezes com PBS (pH 7,5). O sedimento 
resultante foi extraído com metanol:clorofórmio:água (10:05:04, v/v) durante 1 h. As 
amostras foram centrifugadas durante 20 min a 3000 rpm, e os lípidios existentes nos 
sobrenadantes foram separados do sedimento e os sobrenadantes foram adicionados à água: 
clorofórmio 1:1). Depois de 40 segundos de agitação, o material foi centrifugado (3000 
rpm/30 min). A fase lipídica foi então separada, e o solvente foi evaporado. Os lípidos 
extraídos foram dissolvidos em clorofórmio e analisou-se por cromatografia em camada fina. 
A placa foi previamente impregnada com nitrato de prata a 1% em metanol de modo a obter 
uma melhor separação dos lipidos com ligações duplas, especialmente o ergostano. A placa 
foi montada em duas etapas. Na primeira execução, a metade da placa, foi eluída com 
hexano:acetato de etila:éter etílico:ácido acético (60:40:1, v/v), e na segunda parte utilizou-se 
como eluente  a mistura de hexano:clorofórmio:ácido acético (80:20:1, v/v). Colesterol, 
lanosterol e ergosterol na concentração de 1 mg/mL foram utilizados como padrões e corridos 
em paralelo com as amostras para permitir a identificação das faixas 
 
3.4.9. Avaliação da atividade frente a tripanotiona redutase de L. amazonensis 

3.4.9.1. Obtenção de fração solúvel (FS) de L. amazonensis 

Uma suspensão de parasitos contendo 2x109 na forma epimastigota foram retirados do 
meio Schneider contendo 10% de SFB, por centrifugação a 500 g/10 min. O sedimento foi 
lavado em PBS uma vez em pH 7,2 e centrifugado por mais duas vezes nas mesmas 
condições. Ao sedimento final foi adicionado tampão contendo 40 mM de HEPES pH 7,5 e 1 
mM de EDTA. O material foi lisado por 4 ciclos consecutivos de congelamento e 
descongelamento (N2 líquido em banho à 37 ºC). Ao final, a amostra foi centrifugada a 12.500 
g por 15 min, sendo o sobrenadante considerado a FS. 
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3.4.9.2. Determinação da concentração protéica 

A concentração protéica da fração obtida (FS), foi avaliada através de leitura em 
espectrofotômetro µQuant (Biotek-Instrument Inc., Winooski) nos comprimentos de onda de 
260 e 280 nm. A concentração foi expressa segundo a fórmula (Johnstone& Thorpe, 1982): 
 
Concentração de proteína (mg/mL) = (leitura da DO a 280 nm x 1,5) – (leitura da DO a 260 nm x 0,75) 
 

Todas as amostras foram aliquotadas e estocadas em nitrogênio líquido até o momento 
da análise. 
 
3.4.9.3. Avaliação da atividade da tripanotiona retutase (TR) na FS de L. amazonenses 

A atividade da TR foi avaliada segundo (MORENO et al., 1994; CASTRO-PINTO et 
al., 2004, CASTRO et al., 2008), que consiste na leitura da absorbância a 340 nm relativa ao 
consumo de NADPH, que é cofator da TR. 

Para o ensaio da atividade da TR frente os terpenos DCTN, AAA , CTN, foi utilizada 
a FS do extrato parasitário obtido como descrito anteriormente. Ao equivalente de 1mg/mL de 
proteína da FS do extrato parasitário foram adicionados os compostos na concentração de 1 
mM, 40 mM de HEPES pH 7,5 e 1 mM de EDTA, além  de  NADPH (100 µM) que é  o 
cofator da enzima. Logo após, a reação foi incubada por 6 min à 32 ºC e em seguida 
adicionado tripanotiona oxidada T(S)2 para otimizar e direcionar a reação para o consumo de 
NADPH pela TR, assim verificando a atividade do sistema. Paralelamente, foi feito um 
controle no qual não foi adicionado nenhum composto nem tripanotiona. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1. Frações e Terpenos de C. cajucara Benth 

Neste trabalho foi avaliado o efeito leishmanicida e tripanossomicida de frações e 
metabólitos especiais obtidos das cascas de Croton cajucara (Euphorbiaceae). A escolha da 
espécie nesse estudo foi baseada nos diversos trabalhos existentes relatando o uso popular 
dessa espécie no tratamento de diversas doenças, bem como nos resultados experimentais já 
publicados na literatura (CAMPOS et al., 2010; MACIEL et al, 1998a, 1998b, 2000, 2006). 
Assim, foram avaliados os diterpenos da classe dos nor-clerodanos t-desidrocrotonina 
(DCTN) e t-crotonina (CTN), o triterpeno ácido acetilaleuritólico (AAA ), (Figura 12) e as 
frações F 1-7 (fração rica em sesquiterpenos menos oxigenados), F 25-27 (fração rica em 
sesquiterpenos mais oxigenados), F 28 (fração rica em clerodanos cis e trans-cajucarinas B) e 
o extrato CC-EHA  (extrato hidroalcoólico possui a composição total dos constituintes 
químicos). 

O rendimento do extrato, frações e metabolitos especiais ensaiados neste trabalho 
foram obtidos a partir do extrato produzido utilizando-se aparelho de Soxhlet e hexano como 
primeiro solvente orgânico. Após as partições com solventes em polaridade crescente foram 
obtidos a s frações e os terpenos em rendimentos conforme a Tabela 3. 

 
Tabela 3. Rendimentos de extrato, frações e terpenos obtidos das cascas de C. cajucara. 

Terpenos Rendimento  

CTN 100 g 
DCTN 445 g 
AAA 100 g 

Frações  
F 25-27 1,1 g 

F 28 2 g 
F1- 7 994 g 

Extrato  
CC- EHA 3,4 g 

 
4.2. Atividade Anti-leishmania 

A avaliação leishmanicida de C. cajucara frente a L. amazonensis está sendo relatada 
pela primeira vez neste trabalho de tese para os diterpenos, triterpeno e frações. A avaliação 
da atividade anti-leishmania foi realizada frente à espécie L. amazonensis nas formas 
evolutivas de promastigotas e amastigotas em culturas de 24, 48 e 72 h. Nos ensaios com as 
amastigotas foram avaliadas nas formas de amastigotas axênicas e intracelulares. A avaliação 
em todos os ensaios foi realizada, no mínimo em triplicata e três ensaios independentes, por 
contagem dos parasitas vivos e mortos em câmara de Neubauer. 
 
4.2.1. Atividade anti-leishmania para promastigotas de L. amazonensis  

Os ensaios frente às formas promastigotas de L. amazonensis utilizando-se frações e 
produtos naturais isolados das cascas da espécie vegetal C. cajucara foram realizados com as 
concentrações de 150, 75, 37,5, 18,75, 9,38, µg/mL para F 1-7, F 25-27, AAA , CTN e extrato 
CC-EHA , e para o diterpeno nor-cleorodano DCTN 50, 25, 12,5 6,25 e 3,125 µg/mL em 
DMSO 1% (v/v) em meio Schneider em culturas de 24, 48 e 72 h.  
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Os resultados obtidos nas culturas de 24 h possibilitaram a determinação dos valores 
de IC50 para os produtos naturais isolados DCTN, AAA  e CTN e, para as frações, sendo o 
mais ativo o diterpeno DCTN com valor de 6,31 µg/mL (20,13 µM). A Tabela 4 mostra os 
resultados obtidos. O extrato CC-EHA , rica em monoterpenos e sesquiterpenos, também 
apresentou atividade significativa frente às formas promastigotas de L. amazonensis com 
valor de IC50=18 µg/mL.  

Os metabolitos especiais constituem uma potencial fonte de compostos bioativos 
contra espécies de Leishmania. O óleo essencial rico em linalol de C. cajucara  foi descrito 
como um agente em potencial contra L. amazonensis (ROSA et al., 2003) que destruiu 100% 
das formas  promastigotas e amastigota de L. amazonensis com uma concentração de 15 
µg/mL . Diversos óleos essenciais extraídos a partir de diferentes plantas tem demonstrado 
atividades leishmanicida . Outros estudos demonstraram progressivo efeito leishmanicida para 
as formas promastigotas e amastigota de L. amazonensis quando tratadas com 100 µg / ml do 
óleo essencial de Ocimum gratissimum ( branco manjericão ) (UEDA-NAKAMURA et al., 
2006). Cymbopogon citratus conhecido como capim limão demostrou um efeito significativo 
sobre o a viabilidade de L. infantum com  IC50  de 24 h com o valor de 25 µg / mL  para  L. 
tropica  IC50 de 24h com um valor de 52 µg / mL e para L. major com um IC50 de 48h com 
um valor 38 µg / mL para a forma promastigota (MACHADO et al., 2012). Echinops 
kebericho, planta encontrada na Etiopia também apresentou ser um potente  agente 
leishmanicida contra L. donovani e L. aethiopica, com valores de concentração inibitoria 
minima( CIM ) de 0,0765 mg / mL  para L. donovani e 0,0097 µg / mL e para L. aethiopica 
(TARIKU et al., 2011). 

Os mecanismos de ação leishmanicidas de óleos essenciais não são completamente 
compreendidos. Sua afinidade lipofílica , asim como dos seus constituintes, estão 
possivelmente envolvidos nos mecanismos de ação em atravessar as membranas celulares e  
regulando a estrutura das diferentes camadas de polissacarídeos de membrana , fosfolipídios  
podendo levar a danos celulares graves (BAKKALI et al., 2008).  

Importantes alterações nas cristas mitocondriais e na organização do cinetoplasto 
foram observados quando L. amazonensis foi tratada com óleo essencial rico em linalol de C. 
Cajucara (ROSA et al., 2003).  Outra alteração foi o uso do óleo essencial de C. citratus e seu 
principal componente o terpeno citral que produzui mudanças na morfologia e ultraestrutura 
em promastigotas de L. amazonenis, como o inchaço mitocondrial, a presença de dois ou mais 
flagelos, e projeções exocíticos na bolsa flagelar (SANTIN, et al., 2009). Esses tipos de 
alterações ultra-estruturais em L. amazonensis foram relatados para ser associado com a 
redução de ergosterol e a alteração das propriedades físicas da membrana (SANTA-RITA, et 
al., 2004).(tabela 4) Diversas espécies vegetais tem sido avaliadas in vitro visando resultado 
leishmanicida de seus compostos isolados das sobre formas promastigotas de Leishmania, 
dentre eles terpenóides de Artemisia annua (YANG et al., 1992), de Peperomia galioides 
(MAHIOU et al., 1995) e de Guarea rhophalocarpa (CAMACHO et al., 2000); 
aminoglicosteróides e aminosteróides de Holarrhena curtisii (KAM et al., 1997), 
naftoquinonas de Pera benensis (FOURNET et al., 1992; KAYSER et al., 2000), iridóides 
glicosídicos de Picrorhiza kurroa (MITTAL et al., 1998); flavonóides de Centrolobium 
sclerophyllum (ARAÚJO et al., 1998) e neolignanas de Virola surinamensis (BARATA et al., 
2000).  

Os resultados obtidos nesses ensaios indicaram o diterpeno DCTN (Figura 16) como 
uma nova e promissora substância que poderá atuar como agente leishmanicida. 
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Figura 16.  Estrutura química da desidrocrotonina 
 

Tabela 4. Valores de IC50 dos terpenos AAA , DCTN, CTN e do extrato CC-EHA  frente à 
promastigotas de L. amazonensis em culturas de 24 h. 

 
Substância IC50 Fórmula molecular Mol 

 µµµµg/mL µµµµM  g 

DCTN 6,31±0,06*  20,13 C19H21O4 313,40 

CTN 41,70±0,02* 89,33 C19H23O4 315,42 

AAA 48,00 ±0,09* 152,18 C32H50O2 466,82 

CC-EHA 18,00 ±0,01* − -  

*Desvio padrão 
 
4.2.2. Atividade anti-leishmania para amastigotas intracelulares de L. amazonensis  

A avaliação da atividade sobre amastigotas intracelulares em macrófagos peritoneais 
murinos foi utilizado camundongos suíços através de lavagem peritoneal e as células obtidas 
ajustadas à concentração de 2 x 106 macrófagos/mL. Nos ensaios frente às amastigotas 
intracelulares foi utilizado apenas o diterpeno DCTN em tempos de tratamento de 24, 48 e 72 
horas. A utilização deste terpeno se deu por ter sido a substância que apresentou maior 
eficiência quando avaliado frente a L. amazonensis na forma de promastigotas com um IC50 
de 6,41. Os experimentos foram realizados nas concentrações em ordem decrescente de 37,5, 
18,75, 9,38, 4,69, 2,35, 1,2, 0,58 e 0,3µg/mL. A Tabela 5 mostra os resultados obtidos nos 
ensaios frente às amastigotas intracelulares. 

Nos testes realizados em culturas de 24 horas foram observados valores de IC50 de 
0,47 µg/mL para a DCTN e 0,35 µg/mL para a pentamidina, utilizada como substância 
padrão. No entanto, após 72 horas de cultura ficou evidenciado que a DCTN foi mais 
eficiente (IC50 = 0,16 µg/mL) do que a pentamidina (IC50 = 0,21 µg/mL) e com toxicidade 
menor, ou seja, a DCTN em concentração de até 100 µg/mL não levou nenhum macrófago à 
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morte, enquanto que a pentamidina em concentração de 9,38 µg/mL matou 100% dos 
macrófagos não infectados. 
 

Tabela 5. Valores de IC50, concentração tóxica e percentual de macrófagos mortos do terpeno 
DCTN frente amastigota intracelular de L. amazonensis em culturas de 24, 48 e 72 h. 

Substâncias                 DCTN   Pentamidina 
Tratamento 
(horas) 
 

24 48  72 24 48 72 

IC50  
(µµµµg/mL) 
 

0,47±0,03* 0,28±0,06*  0,16±0,01* 0,34±0,07* 0,25±0,01* 0,21±0,01* 

Toxicidade  
concentraçã
o (µµµµg/mL) 
 

> 100 > 100  > 100 37,5 18,75 9,38 

% de 
macrófagos 
mortos 

0 0  0 100 100 100 

*Desvio Padrão 

A Figura 17 compara os valores de IC50 da DCTN e a Pentamidina frente às 
amastigotas intracelulares de L. amazonensis nos ensaios de 24, 48 e 72 horas. 
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Figura 17: Gráfico de barras comparando os valores de IC50 da DCTN e a Pentamidina frente 

às amastigotas intracelulares de L. amazonensis em macrófagos peritoniais nos ensaios 
de 24, 48 e 72 horas. 

 

A avaliação de terpenos isolados do extrato das folhas de Pourouma guianensis 
(Moraceae) foi analisada quanto à atividade inibitória contra as formas promastigota e 
amastigota intracelular de Leishmania amazonensis (TORRES-SANTOS et al., 2004). Dentre 
os produtos naturais isolados somente o ácido ursólico e o ácido oleanólico indicaram alta 
atividade contra amastigotas intracelulares (IC50 = 27 µg/mL e 11 µg/mL, respectivamente), 
sendo esses triterpenos mais ativos que o controle Glucantime (IC50 = 83 µg/mL). 
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Os efeitos antiproliferativos do diterpeno alcaloidal atisina foram analisados contra a 
Leishmania infantum que causa leishmaniose humana e canina no Mediterrâneo. Foram 
analisados 43 compostos, incluindo alcalóides diterpenoidais C-19 e C-20 e, apenas 15,22-o-
diacetil-19-oxodiidroatisina, azitina e isoazitina foram altamente ativos contra cultura dos 
parasitos (forma promastigota). Estes compostos não apresentaram toxicidade nos ensaios 
com formas amastigotas intracelulares em macrófagos (GONZÁLEZ et al., 2005). A Figura 
18  mostra as estruturas químicas e os valores de IC50 em cultura de 24 horas dos diterpenos 
alcaloidais 15,22-o-diacetil-19-oxodiidroatisina, azitina e isoazitina. 
 

 
Figura 18.  Estruturas químicas e os valores de IC50 dos diterpenos alcaloidais (1) 15,22-o-

diacetil-19-oxodiidroatisina com IC50 = 24,58 mg/L, (2) azitina com IC50 = 26,30 
mg/L e (3) isoazitina IC50 = 13,38 mg/L em ensaios frente a promastigostas de L. 
infantum em culturas de 24 horas. 

 
4.2.3. Atividade anti-leishmania para amastigotas axênicas de L. amazonensis  

As formas amastigotas axênicas foram produzidas a partir do cultivo de promastigotas 
de L. amazonensis. No presente trabalho foram ensaiados frente às amastigotas axênicas os 
terpenos AAA , DCTN e CTN e as frações F1-7 e F25-27 e do extrato CC-EHA , nas 
concentrações de 150, 75, 37,5, 18,76, 9,38, 4,69, 2,34, 1,18, 0, 586 µg/mL e, a fração F28 
nas concentrações de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19 µg/mL. A atividade 
antiparasitária foi avaliada pela contagem do número de parasitas vivos em câmara de 
Neubauer e culturas de 24, 48 e 72 horas, e a viabilidade celular das amostras foi avaliada 
pelo cálculo do IC50. A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para os ensaios com as 
amastigotas axênicas nos diferentes tempos de cultura para todas as amostras testadas e, a 
Figura 19 mostra a comparação entre os IC50 para os terpenos ensaiados. 
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Tabela 6. Valores de IC50 para os ensaios frente a amastigotas axênicas de L. amazonensis. 
 

 IC50 
 24 h 48 h 72 h 
Terpenos (µg/mL) (µM) (µg/mL) (µM) (µg/mL) (µM) 
CTN 58,25 ± 19,2* 184,67 14,83± 0,14*  47,02 2,95 ± 0,05* 9,35 
DCTN 19,98 ± 0,05* 63,75 12,50 ± 0,08* 39,89 5,63 ± 0,07* 17,96 
AAA 41,44 ± 4,83* 88,77 18,49 ± 3,82* 39,61 4,88 ± 0,04* 10,45 
Frações (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) 
F 1-7 14,70 ± 0,04* 5,49 ± 0,14* 2,54 ± 0,23* 
F 25-27 12,45 ± 0,71* 8,39 ± 0,25* 4,28 ± 0,16* 
F 28 6,18 ± 0,02* 2,75 ± 0,07* 1,14 ± 0,03* 
Extrato (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) 
CC-EHA 14,74 ± 0,05* 19,17 ± 0,14* 7,12 ± 0,01* 
Pentamidina 25,14± 0,06* 20,85±0,03* 13,85±0,08* 

*Desvio Padrão 
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Figura 19: Gráfico de barras comparando os valores de IC50 dos terpenos frente às 

amastigotas axênicas de L. amazonensis nos ensaios de 24, 48 e 72 horas. 
 

Os resultados obtidos nos ensaios mostram que o terpeno DCTN com um IC50 de 
19,98 µg/mL, foi a amostra mais ativa em 24 horas de cultura frente às amastigotas axênicas 
correlacionando com a maior atividade frente às promastigotas em cultura de 24 horas. A 
Tabela 7 mostra a comparação entre os IC50 das amostras frente às amastigotas axênicas e 
promastigotas de L. amazonensis. Considerando as frações ensaiadas a F-28 foi a mais ativa 
com IC50 = 6,18 ± 0,02 µg/mL.  
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Tabela 7. Valores de IC50 (µg/mL) de diterpenos DCTN e CTN, AAA  triterpeno e do extrato 

CC-EHA  contra L. amazonensis promastigotas e amastigotas axênicas em 24 h de 
cultura. 
 
Amostras 

IC50 
Promastigotas  amastigotas axênicas 

µg/mL µM µg/mL µM 

DCTN 6,30 ± 0,06* 20,1 19,98 ± 0,05* 63,75 

AAA 41,70 ±0,02* 89,3 41,44 ± 4,83* 88,77 

CTN 48,00 ±0,09* 152,2 58,25 ± 19,2* 184,67 

CC-EHA 18,00 ±0,01* - 14,74 ± 0,05* - 

Pentamidinaa 23,11 ±0,04*  24,09±0,03*  

 a Substância de referência. *Desvio Padrão       
 

A literatura relata outros estudos químicos e imunofarmacológicos, in vitro, que têm 
sido realizados com a finalidade de encontrar novos compostos pouco citotóxicos, e de 
maneira econômica viável, seletivos e que sejam uma opção para combater a resistência em 
tripanossomatideos causada pelos medicamentos hoje utilizados (FUMAROLA et al., 2004). 

O óleo obtido a partir de Artemisia abyssinica apresentou um valor de EC50 de 12,44 
µg/mL em amastigotas axênicas de L. aethiopica, com um índice de seletividade de 28 
(TARIKU et al., 2010), enquanto que o óleo de Artemisia absinthium mostrou um valor de 
EC50 de 7,94 µg/mL em amastigotas de axênicas com um índice de seletividade de 19,2 
(TARIKU et al., 2011). Outros autores demonstraram atividade em diversas espécies da forma 
axênica de L. amazonensis como em Himatanthus sucuuba com um valor de IC50 = 5 µg/mL 
em amastigotas axênicas de L. amazonensis em cultura de 24 horas (CASTILLO et al., 2007). 
O estudo realizado com o óleo de Copaifera spp. comprovou atividade contra as formas, 
amastigotas axênicas de L. amazonensis com um valor de IC50 de 15,0 µg/mL (SANTOS et 
al., 2008). 

 
4.3. Atividade Anti-chagásica 

A avaliação tripanossomicida de C. cajucara frente ao T. cruzi cepa Y foi realizada 
para as formas evolutivas de epimastigotas e tripomastigotas em culturas de 24, 48 e 72 h. A 
avaliação em todos os ensaios foi realizada, no mínimo em triplicata e três ensaios 
independentes, por contagem dos parasitas vivos e mortos em câmara de Neubauer. 

 
4.3.1. Atividade para tripomastigota em T. cruzi 

Os produtos naturais isolados DCTN, CTN e AAA , bem como as frações foram 
inicialmente avaliados frente ao parasito T. cruzi na forma evolutiva tripomastigota nas 
concentrações de 150, 75, 37,5, 18,76, 9,38 µg/mL, com exceção da fração F 28 com 
concentração até 3,125 µg/mL, em culturas de 24, 48 e 72 h. Os resultados em percentuais de 
parasitos vivos indicaram que a DCTN, da mesma forma que para o parasito do gênero 
Leishmania, mostrou-se como o produto natural isolado mais ativo apresentando na 
concentração de 9,38 µg/mL apenas 1,96% de parasitos vivos, ou seja, com a morte de 
98,04% dos parasitos em 72 h de cultura, sendo mais ativo do que o Benzinidazol usado como 
controle positivo (IC50 = 7,67µg/mL). A Tabela 8 mostra os resultados obtidos. 
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Tabela 8. Valores de % de parasitos vivos nos ensaios com AAA , DCTN, CTN, CC-EHA , 
F1-7, F25-27 e F28 frente à tripomastigotas de T. cruzi. 

 
 
Substância 

Concentração  
tempo de cultura 

9,38 µg/ml 
24 h 

9,38 µg/ml 
48 h 

9,38 µg/ml 
72 h 

% Parasitos vivos 
CTN 57,81 28,12 0 
AAA 100 62,5 7,81 
CC- EHA 95,37 40,89 3,12 
F 25-27 80,42 39,28 3,56 
F1-7 75,58 36,12 2,56 
DCTN 49,25 23,25 1,96 
    

F28 3,125µg/ml 
24 h 

3,125µg/ml 
48 h 

3,125µg/ml 
72 h 

 65,62 37,5 2,03 
  

 
Assim, devido a intensa atividade observada, os produtos naturais isolados DCTN, 

CTN e AAA , bem como as frações foram novamente avaliados frente ao parasito T. cruzi na 
forma evolutiva tripomastigota em triplicata e dois ensaios independentes durante 24, 48 e 72 
h em cultura, nas concentrações em ordem decrescente de 150, 75, 37,5, 18,76, 9,38, 4,69, 
2,34, 1,18, 0,586 µg/mL para o extrato bruto CC-EHA  e para as frações AAA , DCTN, CTN, 
F 1-7, F25-27 e para a fração F 28 nas concentrações de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 
0,38, 0,19 µg/mL diluídas em DMSO estéril. Avaliando os resultados através dos valores de 
IC50 obtidos nos experimentos, pode ser observado que o terpeno DCTN com um IC50 de 
10,17 µg/mL foi a amostra mais ativa em 24 horas de cultura frente às tripomastigotas, sendo 
também a mais ativa nos tempos de 48 e 72 horas com um IC50 de 4,11 e 1,43 µg/mL, 
respectivamente.  

Na Figura 20 observamos o terpeno DCTN como o melhor dos produtos naturais 
isolados para atividade frente à tripomastigota, as frações CC-EHA , F 1-7 e F 25-27 também 
apresentaram um resultado significativo com IC50 para o tempo de 72 horas de 1,94, 1,35 e 
1,11 µg/mL, respectivamente (Figura 21), sendo que para a fração F 28 os resultados não 
expressaram valores coerentes.  

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos para os ensaios frente às tripomastigotas de T. 
cruzi para os terpenos e frações de C. cajucara. 
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Tabela 9. Valores de IC50 (concentração de composto necessária para matar 50% ± SD do 
parasita) de diterpenos DCTN e CTN, o  triterpeno AAA e as frações CC-EHA , F 1-7, F 25-
27 e F8 contra tripomastigotas de T. cruzi em cultura de 24, 48 e 72 h. 

 
Composto 

IC50 
24 h 48 h 72 h 

  (µg/mL) (µM)   (µg/mL) (µM)  (µg/mL) (µM) 
CTN 16,04±0,11* 50,85 4,43±0,03* 14,04 1,94±0,02* 6,15 
DCTN 10,17±0,07* 32,45 4,11±0,07* 13,11 1,43±0,02* 4,56 
AAA 30,61±0,01* 65,57 14,80±0,06* 31,70 2,30±0,02* 4,93 
 Frações  
F 1-7 13,98±0,02* 11,35±0,05* 1,35±0,03* 
F 25-27 20,30±0,02* 11,82±0,10* 1,11±0,11* 
F 28 - - - 
Extrato    
CC-EHA 26,72±0,04* 6,48±0,06* 1,94±0,02* 
Benznidazol 13,60±0,02* 10,78±0,05* 7,67±0,06* 

                       *Desvio Padrão 
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Figura 20: Gráfico de barras comparando os valores de IC50 dos terpenos frente às à 

tripomastigotas de T. cruzi nos ensaios de 24, 48 e 72 horas. 
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Figura 21: Gráfico de barras comparando os valores de IC50 das frações (F1-7, F25-27) e 

extrato (CC-EHA) frente às à tripomastigotas de T. cruzi nos ensaios de 24, 48 e 72 
horas. 
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Tem sido descrito na literatura diversos resultados da avaliação de terpenos frente a 

formas tripomastigotas de T. cruzi, como por exemplo, o ácido caurenóico isolado de Mikania 
obtusata, Asteraceae (ALVES et al., 1995), Xylopia frutescens, Annonaceae (TAKAHASHI 
et al., 1994) e de Viguiera aspillioides, Asteraceae (COSTA  et al., 1995), apresentam 100% 
de atividade contra o T. cruzi, na concentração de 1000µg/mL de sangue contaminado. O 
ácido xilópico, diterpeno isolado de Xylopia frutescens, Annonaceae (TAKAHASHI et al., 
1994) e o caurenol, isolado de Viguiera aspillioides, Asteraceae (COSTA et al., 1995) e de 
Xylopia frutescens, Annonaceae (TAKAHASHI, et al., 1994), foram ativos nas concentrações 
de 500 e 1000 µg/mL, respectivamente. Os diterpenos 17-hidroxicauranol e o ácido 
traquilobânico, isolados de Viguiera aspillioides, Asteraceae, foram ativos contra T. cruzi nas 
concentrações de 500 e 1000 µg/mL de sangue contaminado (COSTA et al., 1995). 
Nascimento et al. (2004) avaliaram as atividades tripanossomicidas in vitro de terpenos 
isolados de Mikania stipulacea e Mikania hoehnei, espécies de plantas conhecidas como 

guaco. O diterpeno ácido ent-9α-hidroxi-15β-E-cinnamoiloxi-16-cauren 19-óico presentaram 
atividade contra tripomastigotas, reduzindo o número de parasitas em 61,7, 62,8 e 69,4% nas 
concentrações de 100, 250 e 500 µg/mL, respectivamente. O gênero Mikania é conhecido por 
possuir diterpenos caurenos como o ácido caurenóico, que demonstrou atividade parcial 
contra T. cruzi. Das folhas de Alomia myriadenia, foram isolados os diterpenos ent-8S,12S-
epoxi-7R,16- diidroxihalima-5(10),13-dien-15,16-olídeo, ent-16-hidroxilabda-7,13-dien-
15,16-olídeo e ent-12Rhidroxilabda- 7,13-dien-15,16-olídeo. Da avaliação destes três 
diterpenos, o último foi mais ativo, quando testado in vitro contra formas tripomastigotas de 
T. cruzi em sangue infectado de murinos, causando a lise de 100% dos parasitas na 
concentração de 250 µg/mL (SCIO et al., 2003).  
 
4.3.2. Atividade para epimastigota para T. cruzi 

As amostras foram também avaliadas para atividade anti-tripanossômica frente ao T. 
cruzi na forma evolutiva de epimastigotas. Inicialmente, foram feitos ensaios concentrações 
de 150, 75, 37,5, 18,76, 9,38 µg/mL para AAA , DCTN, CTN, CC-EHA , F 1-7, F25-27 e, 50, 
25, 12,5, 6,25, 3,125 µg/mL para F 28 em culturas de 24, 48 e 72 h. Os resultados indicaram 
que na concentração de 37,5 µg/mL os diterpenos DCTN e CTN, e o triterpeno AAA  
inibiram o crescimento dos parasitas na faixa em 33,81, 18, e 27,86%, respectivamente de 
forma dependente da dose. As Tabelas 10, 11, 12 mostram os resultados obtidos. 
 
Tabela 10. Valores de % de parasitos vivos (µg/mL) de AAA , DCTN, CTN, CC-EHA , F1-

7, F25-27 e F28 frente a T.cruzi epimastigota 24 horas 
 
Amostra 

Concentração (µg/mL) 
9,38 18,76 37,5 75 150 

 (%) 
CTN 73,42 35,15 18,0 8,57 0 

DCTN 77,84 63,13 33,81 0 0 
CC- EHA 53,44 24,13 21,37 0 0 
F 25-27 57,84 38,49 0 0 0 
F1- 7 43,06 21.94 9,86 0 0 
AAA 75,45 58,67 27,86 0 0 

      
 3,125 6,25 12,5 25 50 

F 28 67,34 59,07 43,88 26,89 0 
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Tabela 11. Valores de % de parasitos vivos (µg/mL) de AAA , DCTN, CTN, CC-EHA, F1-

7, F25-27 e F28 frente a T.cruzi epimastigota 48 horas 
 
Amostra 

Concentração (µg/mL) 
9,38 18,76 37,5 75 150 

 (%) 
CTN 41,99 25,89 2,60 0 0 

DCTN 38,33 27,94 12,65 0 0 
CC- EHA 30,54 15,84 5,87 0 0 
F 25-27 23,06 5,75 1,48 0 0 
F1- 7 28,77 12,87 0 0 0 
AAA 35,38 16,32 8,95 0 0 

      
 3,125 6,25 12,5 25 50 

F 28 28,44 15,53 5,60 0 0 
 
Tabela 12. Valores de % de parasitos vivos (µg/mL) de AAA, DCTN, CTN, CC-EHA, F1-7, 

F25-27 e F28 frente a T.cruzi epimastigota 72 horas 
 

 
Amostra 

Concentração (µµµµg/mL) 
9,38 18,76 37,5 75 150 

 (%) 
CTN 5,44 0 0 0 0 

DCTN 3,21 0 0 0 0 
CC- EHA 0 0 0 0 0 
F 25-27 2,78 0 0 0 0 
F1- 7 0 0 0 0 0 
AAA 1,52 0 0 0 0 

      
 3,125 6,25 12,5 25 50 

F 28 3,60 1,44 0 0 0 
 

Posteriormente, foram realizados novos ensaios em faixa de concentração de 150 a 
0,586 µg/mL em culturas de 24, 48 e 72 h para AAA , DCTN, CTN, e as frações F 1-7, F25-
27 e o extrato  bruto CC-EHA  e para a fração F28 na faixa de 50 a 0,19 µg/mL diluídas em 
DMSO estéril. Analisando os resultados obtidos em valores de IC50 observamos que as 
substâncias isoladas obtiveram resultados mais significativos em comparação as frações que 
possuem diversos componentes em suas composições. Na tabela 13 observamos o terpeno 
CTN como o mais ativo dos produtos naturais isolados para atividade frente à epimastigota 
com um valor IC50 = 1,19 µg/mL em cultura de 72 h, a DCTN não teve o mesmo desempenho 
em relação forma triposmastigota, mesmo assim os resultados mostraram valor IC50 = 
1,69µg/mL. As frações, F 1-7 e F 25-27 e o extrato bruto CC-EHA  também aprentaram 
resultados significativos com IC50 para o tempo de 72 h de 1,94, 1,35 e 1,11 µg/mL, 
respectivamente, enquanto que para a fração F 28 os resultados não expressaram valores 
coerentes. As Figuras 22 e 23 mostram os resultados comparativos para os terpenos e frações 
frente às epimastigotas de T. cruzi. 
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Tabela 13. Valores de IC50 para os ensaios de epimastigotas de T. cruzi 

Composto IC50 
 24 h 48 h 72 h 
 (µg/mL)  (µg/mL)  (µg/mL)  
CTN 19,51±0,06*  4,00±0,4*  1,19±0,18*  
DCTN 23,57±0,16*  4,02±0,25*  1,69±0,06*  
AAA 23,66±0,05*  2,29±0,39*  2,48±0,08*  
Frações  
F 1-7 7,61±0,06* 1,97±0,33* - 
F 25-27 11,78±0,16* 6,43±0,01* 1,77±0,04* 
F 28 - - - 
Extrato    
CC-EHA 13,74±0,30* 5,93±0,02* 1,59±0,03* 
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Figura 22: Gráfico de barras comparando os valores de IC50 dos terpenos frente às à 

epimstigotas de T. cruzi nos ensaios de 24, 48 e 72 horas. 
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Figura 23: Gráfico de barras comparando os valores de IC50 das frações (F1-7, F25-27) e 

extrato (CC-EHA) frente às à epimastigotas de T. cruzi nos ensaios de 24, 48 e 72 
horas. 

 
O efeito tripanossomicida dos compostos isolados das espécies vegetais tem sido 

avaliado in vitro sobre formas epimastigotas dentre eles o taxol, um diterpeno com atividade 
antitumoral, isolado de Taxus brevifolia (Taxaceae), foi ativo, interferindo na proliferação dos 
epimastigotas, impedindo que a divisão celular se completasse permitindo a multiplicação de 
organelas. O triterpeno tingenona, também extraído da mesma espécie, foi ativo contra 
epimastigotas, causando inibição da síntese de proteínas e ácidos nuclêicos no T. cruzi 
(CASTRO, 1993).  

A espécie Dracocephalum komarovi Lipsky (Labiatae) é bastante utilizada no 
Uzbequistão na forma de chá para terapêutica de doenças inflamatórias. Desta espécie foram 
isolados os diterpenos komarovispirona, dracocequinonas A e B que foram ativos contra 
epimastigotas com concentração letal mínima de 23, 12,5 e 25 µM, respectivamente 
(UCHIYAMA et al., 2004). 

 
4.4. Avaliação da Citoxidade em Células THP-1 

A linhagem celular THP-1 foi estabelecida por Tsuchiya et al. (1980) a partir de 
blastos do sangue de um garoto de 1 ano diagnosticado com leucemia monocítica aguda. Esta 
linhagem é amplamente usada como modelo experimental em estudos in vitro para 
identificação de novas substâncias com potencial atividade biológica (BANDERALI et al., 
2011). 

O teste de citotoxicidade in vitro em cultura de células tem se tornado importante para 
a avaliação de produtos naturais, sendo também muito utilizado como método alternativo aos 
testes farmacológicos reduzido a experimentação in vivo em animais (HAMBURGER; 
HOSTETTMANN, 1991; CINGI et al.,1991). O uso de culturas de células tem se tornado um 
modelo muito empregado, pois são reprodutíveis, sensíveis e rápidos (ROGERO et al., 2003). 
       Esta linhagem celular também é um modelo bem estabelecido para estudos toxicológicos 
(MULLER et al., 2003; CORSINI et al., 2011), imunológicos (SMIDERLE et al., 2011) e 
“screening” para substâncias antileishmania (GEBRE-HIWOT et al., 1992). 
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Os produtos naturais isolados e as frações ensaiadas frente aos parasitos 
tripanossomatídeos foram também, ensaiados frente a células normais de origem humana, 
THP-1, para avaliação da toxicidade dessas amostras. Os resultados demonstraram IC50 com 
valores significativos, sendo que para a DCTN de 56,95 µg/mL bem superior aos valores de 
IC50 obtidos frente a L. amazonensis e T. cruzi. A Tabela 14 mostra os resultados obtidos para 
os valores de IC50 frente a linhagem THP-1. 

 
Tabela 14. Valores de IC50 para os ensaios com as células da linhagem THP-1 para culturas      

de 24 horas. 
Amostra IC50 (µµµµg/mL) Coeficiente 

de correlação (R) 
AAA 75,80 0,99946 
CTN 74,40 0,99999 

DCTN 56,95 0,99756 
F 25-27 36,24 0,99918 

F 28 40,10 0,99767 
F 1-7 2,10 0,99942 

 aCoeficiente de correlação da equação da reta usada para o cálculo do IC50. 

 
4.5. Investigação dos Possíveis Mecanismos de Ação dos Terpenos 

4.5.1. Avaliação da ação dos metabólitos especiais na biossíntese do ergosterol 

Acredita-se que os tripanossomatideos não dependam da utilização do esteroide 
colesterol exógeno para sua sobrevivência; uma vez que sintetiza seus próprios esteróis. 
Apesar disso, um percentual expressivo de colesterol é encontrado em suas membranas sendo 
em alguns casos o esterol majoritário indicando um papel biológico para essa molécula. 

Os ensaios para avaliação dos possíveis efeitos na biossíntese do ergosterol foram 
realizados utilizando-se o conteúdo lipídico total obtido a partir de promastigotas de L. 
amazonensis tratadas com os produtos naturais DCTN e AAA . As concentrações dos terpenos 
foram utilizadas tomando como base os valores dos IC50 apresentados anteriormente nos 
ensaios da atividade anti-leishmania. A avaliação foi realizada utilizando-se a técnica da 
cromatografia em camada fina em placas de gel de sílica. A Figura 24 mostra a fotografia da 
placa de cromatografia em camada fina com os resultados obtidos. 

Observando-se a Figura 24 podemos sugerir que o padrão de biossíntese dos lipídeos, 
em especial do ergosterol, foi modificado indicando que houve pequena interferência dos 
produtos naturais demonstrando que não é a via principal da atuação desses terpenos. Este 
ensaio foi realizado pela similaridade na estrutura do AAA  com o ergosterol e a DCTN foi 
testada por se o terpeno que apresentou resultados mais significativos. A Figura 25 mostra as 
estruturas químicas dos esteroides ergosterol e colesterol, bem como dos terpenos DCTN e 
AAA  para uma simples analogia molecular. Parasitas do gênero Leishmania sintetizam 
esteróides específicos e imprescindíveis para o desenvolvimento e viabilidade celular, sendo o 
ergosterol o principal (GAUGHAN et al., 1995; WANG et al., 1997). Existem determinadas 
enzimas indispensáveis à síntese dos ergostanos, que podem ser inibidas ou reguladas por 
fármacos. Contudo, a resposta clínica frente ao tratamento com essa classe de fármacos 
depende do tipo de Leishmania. 
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           Controle           DCTN         AAA         ergosterol      ergostano     colesterol    lanosterol     esqualeno     demosterol   
 

Figura 24. Cromatografia camada fina (TCL) para os ensaios da extração dos lipídeos de 
promastigotas de Leishmania amazonensis na presença e ausência dos terpenos DCTN 
e AAA . 

 
 
 
 
 
 
           Ergosterol                                                                    Colesterol                            
 

 
Figura 25. Estruturas químicas dos esteróides ergosterol e costerol para comparação com os 

terpenos DCTN e AAA . 
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4.5.2. Avaliação do efeito inibitório da enzima tripanotiona redutase 
Os compostos a partir de fontes naturais, têm sido investigados como inibidores 

seletivos da tripanotiona redutase (GALLO, et al., 2008). Tripanossomatídeos possuem um 
metabolismo do grupo tiol único, envolvendo a tripanotiona, que desempenha um papel 
crucial na regulação do equilíbrio redox e na defesa contra o estresse oxidativo em um 
caminho não compartilhado pelo hospedeiro humano (revisado em MÜLLER et al. , 2003). 
Esta enzima mantém a tripanotiona em sua forma reduzida e assim capaz de ser oxidada para 
tripanotiona oxidase, levando a redução dos níveis de radicais livres e contribuindo para a manutenção 
de um ambiente intracelular redutor (HEBY, et al., 2007). 

No presente estudo, investigamos o efeito dos produtos naturais DCTN, CTN e AAA, 
que apresentaram atividade leishmanicida significativa, na via da enzima tripanotiona 
redutase de L. amazonensis em promastigotas. Os ensaios foram realizados utilizando o 
protocolo de Moreno e colaboradores (1994) que considera o consumo de NADPH, que é co-
fator do substrato da enzima a tripanotiona. Os controles utilizados nos ensaios foram o 
extrato de promastigotas de L. amazonensis na ausência e presença da tripanotiona e, na 
presença dos terpenos. 

Os diterpenos CTN (Figura 26), DCTN (Figura 27), apresentaram atividade inibitória 
sobre a via de tripanotiona redutase através da maior leitura de NADPH indicando seu 
consumo demonstrando inibição enzimática sobre esta via, o triterpeno AAA  (Figura 28) tal 
como observado para os diterpenos, também apresentou atividade inibitória. Estes resultados 
mostraram essas substâncias tem participação na via da tripanotiona redutase. 

A atividade de inibição de produtos naturais isolados de plantas, também foi descrita 
por divesos autores sobre a via da tripanotiona redutase (FOURNET et al.,1998). Macarri e 
colaboradores (2011), em seus estudos consideram a tripanotiona redutase como um dos 
principais alvos enzimáticos para o desenho de fármacos, cujo objetivo é o tratamento de 
tripanossomatideos. 
 

 
 

Figura 26. Efeito do DCTN sobre a via tripanotiona redutase em promastigotas de L. 
amazonensis. Avaliado atraves da leitura da densidade otica do NADPH.  
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Figura 27. Efeito do AAA  sobre a via tripanotiona redutase em promastigotas de L. 
amazonensis. Avaliado atraves da leitura da densidade otica do NADPH. 

 

 
 
 

Figura 28. Efeito do CTN sobre a via tripanotiona redutase em promastigotas de L. 
amazonensis. Avaliado atraves da leitura da densidade otica do NADPH. 
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5. CONCLUSÕES 

O estudo realizado com frações e os terpenos isolados da espécie C. cajucara, planta 
da região amazônica e usada na medicina popular da região, mostrou a importante ação dessas 
substâncias e da própria espécie vegetal como agente antiparasitário. 

Dentre os terpenos estudados a DCTN foi o mais ativo tanto para as formas 
promastigotas e amastigotas axênicas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Nos 
ensaios frente às amastigotas intracelulares ficou evidenciado que a DCTN é muito menos 
tóxica do que a Pentamidina, usada em tratamento clínico e, mais eficiente, com IC50 = 0,16 
µg/mL nas culturas de 72 horas. 

Em relação às frações ensaiadas frente à amastigotas axênicas a fração F 28 foi a mais 
ativa com IC50 = 6,18 µg/mL em culturas de 24 horas, sugerindo que a presença dos 
diterpenos cis e trans-cajucarinas B, pode ser relevante para a atividade leishmanicida.  

Na investigação do possível mecanismo de ação dos terpenos mais ativos frente a L. 
amazonensis foi possível sugerir que a inibição da biossintese do ergosterol não é uma via 
importante para a ação dessas substâncias. No entanto, a avaliação da via da enzima 
tripanotiona redutase indica ser um dos possíveis mecanismos da ação antileishmania para os 
terpenos avaliados. 

Na avaliação da atividade frente ao T. cruzi, os diterpenos DCTN e CTN foram os 
mais ativos, tanto nas formas tripomastigotas quanto nas epimastigotas, com valores de IC50 

muito próximos, sendo a DCTN mais ativa para tripomastigotas (IC50 = 10,17 µg/mL em 
cultura de 24 horas) e a CTN mais ativa para epimastigotas (IC50 = 16,04 µg/mL em cultura 
de 24 horas). O triterpeno AAA  foi menos ativo, mas também mostrou atividade significativa 
para as formas ensaiadas. 

As frações, F 1-7 e F 25-27 e o extrato CC-EHA quando conparados com o controle 
também apresentaram resultados significativos frente às tripomastigotas e epimastigotas de T. 
cruzi, com valores de IC50 na faixa de 7,61 a 13,74 e 13,98 a 26,72 µg/mL, respectivamente. 

As substâncias estudadas mostraram-se promissoras para estudos mais detalhados 
visando novos agentes leishmanicidas e tripanossomicidas, uma vez que apresentaram 
atividades específicas muito significativas. 

De maneira geral, os resultados obtidos indicaram o diterpeno DCTN como uma 
substância que poderá atuar como agente leishmanicida e tripanossomicida. 

 
Será necessária a continuação dos experimentos através de ensaios in vivo. 
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