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RESUMO 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa zoonótica, causada por protozoários do gênero 

Leishmania, amplamente distribuída em regiões tropicais e subtropicais. Constitui um crescente 

problema de saúde pública e é considerada uma das endemias de interesse prioritário. Tendo em 

vista dificuldades de aplicação e toxicidade encontradas em tratamentos com as drogas disponíveis 

no mercado, um grande número de espécies botânicas é investigado como fontes alternativas de 

substâncias antileishmania. Neste contexto a família Rubiaceae possui destaque, várias espécies 

apresentam moléculas potencialmente bioativas. No presente estudo foi realizado avaliação da ação 

leishmanicida in vitro do extrato etanólico das cascas de Calycophyllum spruceanum frente a 

formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis, que são as espécies causadoras de 

Leishmaniose Tegumentar Americana. Os experimentos foram conduzidos nos laboratórios do 

Instituto de educação, Agricultura e Ambiente da Universidade Federal do Amazonas 

(IEAA/UFAM). O extrato etanólico das cascas de C. spruceanum não apresentou atividade 

leishmanicida frente a L. amazonensis e L. guyanensis, sendo observado respectivamente, IC50 de 

167,15 e 8.933,27 µg/mL. É necessário avaliar outros extratos orgânicos e componentes isolados 

da espécie para que se possa testá-los a fim avaliar efetivamente sua atividade leishmanicida. Os 

resultados obtidos neste estudo confirmam a importância da seleção de extrato de plantas usadas 

na medicina popular nos programas de triagem na busca de novas drogas terapêuticas para 

Leishmaniose Tegumentar Americana. 

 



ABSTRACT 

Leishmaniasis is a zoonotic infectious disease caused by protozoa of the Leishmania genus, widely 

distributed in tropical and subtropical regions. Constitutes a growing public health problem, and is 

considered one of the endemic diseases of priority interest. Due to dificults to application and 

toxicity found in the treatment with commercial drugs, a great number of botanic species is 

investigated as alternative sources of antileishmanial substances. In this context the Rubiaceae 

family possesses highlighted several species are potentially bioactive molecules. The present study 

was conducted evaluating the in vitro leishmanicidal action of the ethanol extract of the bark of 

Calycophyllum spruceanum against promastigotes of L. amazonensis and L. guyanensis, which are 

the causative species of Cutaneous Leishmaniasis. The experiments were conducted at the Instituto 

de educação, Agricultura e Ambiente da Universidade Federal do Amazonas (IEAA/UFAM) 

laboratories. The ethanol extract of the bark of C. spruceanum showed no leishmanicidal activity 

against L. amazonensis and L. guyanensis, being observed, respectively, IC50 of 167.15 and 

8933.27 µg.mL-1. It is necessary to evaluate other organic extracts and isolates of the species so 

you can test them to effectively evaluate their leishmanicidal activity components. The results of 

this study confirm the importance of selection of plant extracts used in folk medicine in screening 

programs in the search for new therapeutic drugs for American cutaneous leishmaniasis. 
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1. INTRODUÇÃO 

A leishmaniose é endêmica ao redor do mundo, que afeta mais de 12 milhões de pessoas 

mundialmente e apresenta alta endemicidade, morbidade e mortalidade em populações da África, 

Ásia e América Latina (WHO, 2002).  

A importância das leishmanioses (tegumentar e visceral) entre os problemas de saúde 

pública em geral nos países endêmicos, incluindo o Brasil, é difícil de ser avaliada, em função da 

deficiência de registros oficiais da maioria dos casos (COSTA, 2005). Lainson (1981) demonstrou 

a dificuldade que os consultores tiveram de incluí-la entre as seis doenças mais importantes do 

mundo pela Organização Mundial de Saúde (OMS) em função da fragilidade dos dados e 

conhecimentos disponíveis sobre a doença nos países em que a mesma ocorre (LAINSON & 

SHAW, 1978). 

Os parasitas do gênero Leishmania alternam entre duas formas: promastigotas, encontradas 

no trato digestivo do vetor flebotomíneo e as formas amastigotas, as quais são parasitas 

intracelulares obrigatórios de macrófagos e, raramente, de outros tipos celulares (RODRIGUES et 

al., 2006). 

O tratamento tradicional da leishmaniose apresenta vários inconvenientes, tais como as vias 

de aplicação, que são intramuscular ou endovenosa, que podem ser dolorosas e desconfortáveis. 

Além disso, estas drogas precisam ser administradas diariamente por longos períodos, o que muitas 

vezes requer hospitalização acarretando em desconforto ao paciente e alto custo aos cofres 

públicos. Também apresentam alta toxicidade e resistência. Quando administrados por um longo 

período acarretam hipoglicemia, hipotensão, alterações cardiológicas, e até mesmo, mortes 

repentinas (BRAGA et al., 2007). 
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Considerando as dificuldades de tratamento e a ausência de vacinas, há urgência na busca 

de novas drogas terapêuticas dentre as quais se incluem os fitoterápicos (CARVALHO & 

FERREIRA, 2001). 

Para a utilização de novos quimioterápicos em humanos, faz-se necessária prévia avaliação 

desses compostos in vitro e in vivo. Diversas substâncias estão sendo testadas como 

quimioterápicos antileishmanioses, sendo que as principais estão direcionadas para a inibição de 

vias metabólicas vitais e específicas do parasita (SOARES-BEZERRA et al., 2004). 

O Brasil é reconhecido pela exuberância e variedade de plantas tropicais, sendo algumas 

amplamente utilizadas na medicina popular (SUFREDINI et al., 2004). Muitas plantas dos biomas 

brasileiros, tais como o cerrado, a floresta amazônica e a mata atlântica têm sido utilizadas como 

fármacos naturais pelas populações locais no tratamento de várias doenças tropicais, incluindo 

esquistossomose, leishmaniose, malária e infecções fúngicas e bacterianas (ALVES et al., 2000). 

O efeito leishmanicida dos compostos isolados de espécies vegetais tem sido avaliado in vitro sobre 

formas promastigotas e/ou amastigotas de Leishmania (BARATA et al., 2000). 

No presente estudo foi avaliada a ação leishmanicida in vitro do extrato etanólico da espécie 

Calycophyllum spruceanum frente a formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis, que 

são as espécies causadoras de Leishmaniose Tegumentar Americana mais ocorrentes na Amazônia 

brasileira.  

Pretende-se, com este trabalho, contribuir com subsídios científicos para a formulação de 

um fitoterápico, ou fármaco, potencialmente eficaz no combate a leishmaniose. 



 9 

2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar as propriedades de Calycophyllum spruceanum encontrados no sul da Amazônia 

brasileira, contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis, 

visando contribuir com subsídios científicos para a formulação de fitoterápicos, potencialmente 

efetivo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o efeito leishmanicida in vitro de extratos brutos e frações cromatográficas 

de Calycophyllum spruceanum em formas promastigotas de L. amazonensis. 

 Avaliar o efeito leishmanicida in vitro de extratos brutos e frações cromatográficas 

de Calycophyllum spruceanum em formas promastigotas L. guyanensis. 

 Identificação das frações mais promissoras pela concentração inibitória do 

crescimento parasitário (IC50). 



 10 

3. REVISÃO BIBLIOGÁFICA 

3.1 LEISHMANIOSE 

A Leishmaniose é uma doença causada por pelo menos 17 espécies de protozoários do 

gênero Leishmania (CROFT E COOMBS, 2003). De acordo com as características clínicas e 

epidemiológicas da doença, as espécies são classificadas em dois sub-gêneros Leishmania e 

Viannia. O gênero Leishmania compreende protozoários parasitos digenéticos da ordem 

kinetoplastida, família Trypanosomatidae (SHAW, 1994). 

Os aspectos das leishmanioses variam ainda conforme região geográfica, provavelmente 

indicando interação entre propriedades dos parasitos locais, biologia dos vetores presentes na área 

e fatores da população (MURRAY et al., 2005). A evolução da disseminação desta zoonose não se 

deu de forma similar, daí serem os seus padrões epidemiológicos extremamente diversos a 

depender da região geográfica e de fatores sócio-culturais da população envolvida. Esta diversidade 

impossibilita o estabelecimento de padrões epidemiológicos e ecológicos comuns para as diversas 

regiões, dificultando, assim, a adoção de medidas de controle da doença (ARAÚJO FILHO, 1981; 

BARRETO et al.,1981; COSTA, 1986; DOURADO, 1989). 

Durante seu ciclo de vida, os parasitas circulam entre dois hospedeiros distintos, insetos da 

ordem Diptera, família Psychodidae (flebotomíneo) e o hospedeiro mamífero. A sobrevivência em 

organismos tão diversos foi possibilitada pela evolução de formas parasitárias distintas, adaptadas 

às diferentes condições de vida encontradas em ambos hospedeiros (HANDMAN, 1999).  

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) apresenta-se no Brasil em fase de expansão 

geográfica onde já foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgênero Viannia e uma do 

subgênero Leishmania (MS, 2007). 
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Costa (2005), estudando a epidemiologia das leishmanioses no Brasil, observou que a 

região Norte destaca-se com 34,9% do total de casos de LTA, com risco de doença de 92,3/100.000 

habitantes (cinco vezes a média nacional). A região Norte vem contribuindo com o maior número 

de casos da LTA no Brasil, cerca de 37,3% do total de casos registrados no período de 1988 a 2009, 

e com os coeficientes médios mais elevados de 66,9/100.000 habitantes. As principais espécies 

mais diretamente envolvidas na LTA no estado do Amazonas são L. amazonenesis, L. braziliensis, 

L.guyanensis e L. naiffi, verificou-se uma média em 2010 de 1.130 casos autóctones registrados e 

coeficiente de detecção médio de 32,40 casos/100.000 habitantes (MS, 2010).  

O tratamento tradicional apresenta vários inconvenientes, tais como as vias de aplicação, 

que são intramuscular ou endovenosa, que podem ser dolorosas e desconfortáveis. Além disso, 

estas drogas precisam ser administradas diariamente por longos períodos, o que muitas vezes requer 

hospitalização acarretando em desconforto ao paciente e alto custo aos cofres públicos. Também 

apresentam alta toxicidade e resistência, quando administrados por um longo período acarretam 

hipoglicemia, hipotensão, alterações cardiológicas, e até mesmo, mortes repentinas (RATH et al., 

2003; TEMPONE et al., 2005; BRAGA et al., 2007). 

 

3.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA DAS PLANTAS 

O Brasil é reconhecido pela exuberância e variedade de plantas tropicais, sendo algumas 

amplamente utilizadas na medicina popular (SUFREDINI et al., 2004). Muitas plantas dos biomas 

brasileiros, tais como o cerrado, a floresta amazônica e a mata atlântica têm sido utilizadas como 

fármacos naturais pelas populações locais no tratamento de várias doenças tropicais, incluindo 

esquistossomose, leishmaniose, malária e infecções fúngicas e bacterianas (ALVES et al., 2000).  

O uso de plantas no tratamento da LTA é uma prática antiga entre as populações das áreas 

endêmicas (FOURNET et al., 1992; MOREIRA et al., 1998; MOREIRA et al., 2002). Geralmente, 
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as preparações vegetais são utilizadas por via oral ou tópica sobre as lesões cutâneas (NETTO et 

al., 1985; IWU et al., 1994; AKENDENGUE et al., 1999). Porém, esses tratamentos são empíricos 

e pouco se sabe sobre sua real eficácia, uma vez que na LTA pode ocorrer a cura espontânea das 

lesões (MARSDEN et al., 1984; COSTA et al., 1990; ROSSELL et al., 1992; MARSDEN, 1994). 

Diversos compostos químicos, isolados de extratos vegetais, têm comprovada atividade 

leishmanicida sobre formas promastigotas de Leishmania em ensaios in vitro. Já foi relatada a 

atividade leishmanicida de terpenóides (CAMACHO et al., 2003), aminoglicosteróides e 

aminosteróides (KAM et al., 1999), naftoquinonas (FOURNET et al., 1992), chalconas (CHEN et 

al., 1996), glicosídios iridóides, flavonóides, lignanas (BARATA et al., 2000) e de alcalóides 

(QUEIROZ, et al., 1996). Apesar dos vários estudos nesta área, ainda existem muitas espécies 

vegetais com potencial atividade leishmanicida a serem avaliadas. 

A triagem de agentes leishmanicidas, classicamente utiliza formas promastigotas, devido à 

sua simplicidade e baixo custo do cultivo in vitro (FUMAROLA, 2004). Nesta abordagem as 

formas promastigotas são expostas in vitro a diferentes concentrações dos compostos a serem 

testados e a taxa de inibição do crescimento dos parasitos é determinada após incubação. No 

entanto, uma vez que a forma promastigota não é a forma infectante do parasita nos vertebrados, a 

atividade leishmanicida observada é um valor indicativo da possível atividade do metabólito. A 

avaliação frente a formas promastigotas então é considerada preliminar (CHAN-BACAB & 

PENA-RODRIGUEZ, 2001). 

3.2.1 RUBIACEAE 

A família Rubiaceae é a quarta maior família botânica entre as angiospermas e possui 

distribuição cosmopolita com 550 gêneros e 9000 espécies, dessas, 2000 são encontradas no Brasil 

(OLIVEIRA, 2009). Estudos químicos e farmacológicos de metabólitos encontrados em várias 

partes das plantas da família Rubiaceae têm revelado a presença de iridóides (Ixoroideae), 
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alcalóides indólicos (Cinchonoideae) e antraquinonas (Rubioideae), considerados marcadores 

quimiotaxonômicos de Rubiaceae (HIROYUKI et al., 1988; BOLZANI et al., 2001). A família é 

conhecida devido a sua importância econômica e terapêutica, sendo amplamente utilizada na 

medicina popular e na fabricação de fitofármacos (OLIVEIRA, 2009). 

Algumas espécies da família Rubiaceae têm sido amplamente estudadas em todo o mundo, 

quanto ao seu potencial farmacológico como, por exemplo: Coffea arabica (SIMÕES et al., 2001); 

Cephaelis ipecacuanha (MORS et al., 1995); Psychotria viridis (CALLAWAY et al., 1996; GROB 

et al., 1996); Uncaria tomentosa (LEMAIRE et al., 1999; PERAZZO, 2004; GONÇALVES et al., 

2005). Chiococca alba (EL-ABBADI et al., 1989; CARBONEZI et al., 1999; BORGES-ARGAÉZ 

et al., 2001; GAZDA et al., 2005); Morinda citrifolia (OLIVEIRA, 2009). Estudos anteriores 

apresentaram investigações biológicas sobre formas promastigotas de leishmania como, por 

exemplo: Corynanthe pachyceras (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001); Morinda 

lucida (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001); Psychotria Klugii; Cephaelis 

camponutans, Cephaelis dichroa, Cephaelis glomerulata; Craterispermum laurinum, Hintonia 

latiflora e Sarcocephalus latifolius (CAMACHO et al., 2003). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 PREPARAÇÃO DO EXTRATO 

A amostra analisada de Calycophyllum spruceanum foi preparada sob orientação do Profº 

Merlotti Fabiano. As cascas foram coletadas no Campus do IEAA/UFAM. 

O material botânico seco e moído foi submetido à maceração com solvente etanólico. O 

extrato foi concentrado em evaporador rotatório à pressão reduzida e secos em dessecador. Após a 

completa secagem o extrato foi pesado para a obtenção do rendimento. 

 

4.2 OBTENÇÃO E CULTIVO DE Leishmania amazonensis E Leishmania guyanensis 

Os parasitas utilizados nesse trabalho foram formas promastigotas de Leishmania 

(Leishmania) amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania (Viannia) guyanensis cepa 

M4147 (MHOM/BR/75/M4147) oriundas de culturas mantidas crio-preservadas no Instituto de 

Educação Agricultura e Ambiemte (IEAA). 

A cultura original da cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8) foi cedida pelo Dr. Francisco Juarez 

Ramalho-Pinto, do Departamento de Bioquímica e Imunologia, da Faculdade de Medicina da USP 

de Ribeirão Preto - São Paulo; cepa M4147 (MHOM/BR/75/M4147) foi cedida pela MsC 

Maricleide de Farias Naiff, do INPA de Manaus - Amazonas. 

O meio de cultura utilizado para a propagação in vitro das promastigotas de L. amazonensis 

e L. guyanensis foi Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640 - Sigma Chemical Co St. Louis, 

MO, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Foetal Bovine Serum, Gibco TM, 

Invitrogen, Brazil) previamente inativado a 56 °C por 30 min e somente adicionado ao meio no 

momento do uso. O RPMI 1640 foi preparado reconstituindo-se o pó em 1 L de água destilada, 

adicionando 20 nM HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina-N’-22, ácido etanosulfônico; GIBCOBRL) 



 15 

e 50 μg/mL de gentamicina. Depois de preparado o meio RPMI 1640 procedeu-se a esterilização 

por filtração em membrana de poro 0,22 μm (Millipore). 

 

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

O experimento foi conduzido obedecendo a um delineamento inteiramente casualizado, 

constando de oito tratamentos, sendo esses: controle positivo; controle de solvente; controle 

negativo e extrato nas concentrações de 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 μg/mL) e três repetições. 

A avaliação do crescimento dos parasitas foi realizada durante cinco dias através de curvas 

de crescimento das promastigotas de L. amazonensis obtidas a partir de culturas em fase final de 

crescimento logarítmico. A cada 24 horas, alíquotas das culturas foram diluídas em 1 mL de PBS 

gelado estéril sendo acrescentados 100 μL de corante Eritrosina B (Merck, Darmstadt, Alemanha) 

a 0,04% (p/v). Após cinco minutos no gelo foi realizada a contagem diferencial das promastigotas 

em câmara hemocitométrica de Neubauer em microscópico óptico com aumento de 400X. A média 

aritmética de três contagens foi utilizada para calcular o número de parasitas contidos em 1 mL de 

cultura (SILVA-JARDIM, 2001). Os dados obtidos foram analisados segundo a fórmula: nº de 

parasitas = nº de parasitas contados x inverso da diluição x 104. 

O número de leishmanias na forma promastigota foi avaliado em material codificado por 

dois observadores independentes. Os parasitas corados em vermelho serão considerados mortos e 

os birrefringentes e móveis considerados vivos. O Cálculo foi realizado considerando apenas o 

número de parasitas vivos. 

 

4.4 CALIBRAÇÃO DE CONTROLES 

Previamente, a pentamidina (PENT) foi testada frente as formas promastigotas de 

Leishmania spp., as concentrações variaram de 6,0 a 100 µg/mL. O solvente Dimetilsulfóxido 
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(DMSO) utilizado como solvente dos produtos naturais também foi testado em diferentes 

concentrações variando de 0,1 a 10%, até se encontrar uma concentração que não se ocasiona 

mortalidade das formas promastigotas. 

Aa avaliações da viabilidade das promastigotas na presença de PENT e DMSO foram 

realizadas segundo o protocolo proposto por Fumarola e colaboradores (2004). Inicialmente, 5x105 

promastigotas/mL de L. amazonensis e L. guyanensis, em início de fase estacionária de crescimento 

foram lavadas duas vezes por centrifugação a 1000 xg por 10 min em PBS estéril, distribuídas em 

eppendorfs e incubadas por cinco dias a 24 °C com as diferentes concentrações das amostras. Para 

verificar o crescimento dos parasitas, diariamente, alíquotas da cultura foram diluídas em PBS 

gelado contendo o corante Eritrosina B (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 0,04% (p/v). Realizou-se 

a contagem dos parasitas em câmara hemocitométrica de Neubauer. Todos os ensaios foram 

realizados duas vezes em triplicatas. 

 

4.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA IN VITRO SOBRE FORMAS 

PROMASTIGOTAS DE L. Amazonensis E L. Guyanensis 

As culturas de promastigotas foram mantidas a 24 ºC em meio NNN enriquecido com RPMI 

1640, suplementado com soro fetal bovino inativado a 10% (SIGMA), L-glutamina 2mM (GIBCO) 

e os antibióticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 μg/mL) (SIGMA). Antes de cada 

experimento foi observado no microscópio a motilidade flagelar dos parasitos.  

Para os ensaios, o extrato etanólico foi diluído cinco vezes em meio RPMI completo, 

obtendo-se a concentração de 1 mg/mL. Deste, foram retirados 100 μL os quais foram diluídos 

seriadamente, em placas de 96 poços de fundo chato (Costar), na proporção de 1:2 em meio RPMI 

1640 suplementado, resultando nas concentrações finais de 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 μg/mL. Em 

cada poço foram adicionados 10 μL da suspensão contendo 5 x 105 formas promastigotas de L. 
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amazonensis e L. guyanensis por mL. Pentamidina, droga utilizada no tratamento das 

leishmanioses, foi utilizado nas mesmas concentrações do extrato. Como controle foram utilizadas 

as formas promastigotas cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado.  

A atividade leishmanicida do extrato foi avaliada pela inibição do crescimento de formas 

promastigotas após 24, 48, 72, 96 e 120 h de incubação a 24 ºC, pela contagem do número total de 

promastigotas vivas, levando-se em consideração a motilidade flagelar, utilizando-se câmara de 

Neubauer e microscópio ótico de luz comum. A contagem foi comparada com o controle positivo 

(crescimento das formas promastigotas sem o extrato), controle do solvente e controle negativo. 

Cada concentração do extrato foi analisada em triplicata. Os resultados foram expressos como 

concentração inibitória do crescimento parasitário (IC50), baseado em Schmeda-Hirschman et al., 

(1996) e Camacho et al., (2003). 

4.5.1 CLASSIFICAÇÃO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA 

As amostras testadas para a atividade leishmanicida foram desafiadas frente às formas 

promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis. A atividade leishmanicida de cada amostra é 

representada por 50% de Concentração Inibitória (IC50); classificou-se as amostras como altamente 

ativa (IC50 < 10 µg/mL), ativo (10 µg/mL < IC50 < 50 µg/mL), moderadamente ativo (50 µg/mL < 

IC50 < 100 µg/mL) e não-ativo (IC50 > 100 µg/mL) (OSÓRIO et al., 2007). 

Os cálculos de IC50 foram realizados utilizando modelo de regressão não-linear através da 

curva dose-resposta de inibição (Log [inibidor] x resposta), descrevendo a relação existente entre 

as várias concentrações das amostras e o número de leishmania obtidos nas curvas de crescimento.  

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística dos dados obtidos foi efetuada no programa Graph Pad Prism 5.0 pelos 

métodos tradicionais de análise de variância (ANOVA) e de comparação de médias. 
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Curva de crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis foi 

efetuada através da diferença entre as médias do número de promastigotas/dia nas diferentes 

concentrações de uma mesma droga em relação aos controles pela ANOVA de um fator, utilizando 

o teste de Student-Newman-Keuls, para cada espécie de Leishmania. 
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5. RESULTADOS E DISCUSÕES 

5.1 CURVAS PADRÃO DE CRESCIMENTO 

A curva de crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis 

apresentaram a fase exponencial tardia e a fase estacionária respectivamente, no sexto e sétimo dia 

de cultivo (Gráfico 1). Observou-se que estatisticamente não haveria diferença na escolha do 

quinto, sexto ou sétimo dia de crescimento. O sexto dia de crescimento definiu-se como o dia 

padrão de uso da cepa para os estudos in vitro e in vivo de L. amazonensis e estudos in vitro de L. 

guyanensis. 
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Gráfico 1Curva de crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis. 

Intervalo de confiança de 95%. As barras indicam o erro padrão da média (SEM). As setas indicadas na figura 

representam o dia escolhido para a coleta dos parasitas para a realização dos experimentos. 

 

A realização de curvas de crescimento é fundamental para a manutenção e uso das culturas 

de Leismania spp. É possível determinar a fase exponencial e a fase estacionária de crescimento de 

microorganismos em cada sistema de cultivo, a determinação desta fase é importante uma vez que 

autores sugerem uma associação entre a fase de crescimento da cultura e o sucesso da manutenção 

da cultura (KILLICK-KENDRICK et al., 1974; BOGDAN, 1990). Com a obtenção das curvas de 

crescimento e a observação da morfologia das formas promastigotas de L. amazonensis e L. 

guyanensis, determinou-se a fase exponencial tardia e a fase estacionária, sendo assim, possível 

definir os dias que as cepas tinham a maior probabilidade de estarem infectantes.  
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Baseado-se nos resultados das curvas de crescimento foi definido o sexto dia para 

manutenção e uso das cepas de L. amazonensis e L. guyanensis. Lima (2012), Passos (2004) e Silva 

(2008) apresentaram resultados de crescimento de L. amazonensis e L. guyanensis semelhantes aos 

identificados no presente estudo. 

 

5.2 CALIBRAÇÃO DE CONTROLES 

O solvente dimetilsulfóxido (DMSO) a 0,7%, concentração semelhante à usada para as 

drogas na concentração de 50 µg/mL, não interfere na mortalidade das formas promastigotas de 

Leishmania (Leishmania) amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania (Viannia) 

guyanensis cepa M4147 nos experimentos in vitro. As curvas de crescimento de L. amazonensis 

(F = 4,902; P < 0,05) e L. guyanensis (F = 3,445; P < 0,05) apresentam diferença significativa no 

crescimento parasitário entre o grupo controle não tratado e os grupos tratados com concentrações 

de 10, 5 e 2,5% (Gráfico 2e Gráfico 3). 

Na literatura são encontrados trabalhos utilizando concentrações variadas de DMSO em 

formas promastigotas de Leishmania spp. concentrações de 0,1; 0,25; 0,7; 1; 1,6 e 5% de DMSO 

não afetaram formas promastigotas de L. amazonensis (QUEIROZ et al., 1996; SCHMEDA-

HIRSCHMANN, 1996; WAECHTER et al., 1998; BRAGA et al., 2007; OSÓRIO et al., 2007; 

NUNES, 2008; COSTA et al., 2009; SATALAYA, 2009; LIMA, 2012), e concentrações de 0,7; 

1,6% de DMSO não afetaram formas promastigotas de L. guyanensis (COSTA et al., 2006; 

COSTA et al., 2009; LIMA, 2012). 
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Gráfico 2. Atividade leishmanicida de dimetilsulfóxido (DMSO) frente formas promastigotas de Leishmania 

(Leishmania) amazonensis 

Os resultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 95%. 

As barras indicam o erro padrão da média (SEM). Os asteriscos (*) referem-se a resultados estatisticamente 

significantes em relação ao controle sem tratamento, *P < 0,05. 
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Gráfico 3. Atividade leishmanicida de dimetilsulfóxido (DMSO) frente formas promastigotas de Leishmania 

(Viannia) guyanensis. 

Os resultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 95%. 

As barras indicam o erro padrão da média (SEM). Os asteriscos (*) referem-se a resultados estatisticamente 

significantes em relação ao controle sem tratamento, *P < 0,05. 

 

A pentamidina inibiu o crescimento de promastigotas em todas as espécies de Leishmania 

analisadas, não apresentando diferença de sensibilidade. A análise das curvas de crescimento de L. 

amazonensis (F = 14,62; P < 0,0001) e L. guyanensis (F = 6,272; P < 0,0001; P < 0,001; P < 0,05) 

apresentam diferenças significativas no crescimento parasitário entre o grupo controle não tratados 

e os grupos tratados com todas as concentrações testadas (Gráfico 4 e Gráfico 5). 
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Gráfico 4. Atividade leishmanicida da pentamidina frente formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis. 

Os resultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 95%. 

As barras indicam o erro padrão da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estaticamente significantes em 

relação ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. 
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Gráfico 5. Atividade leishmanicida da pentamidina frente formas promastigotas de Leishmania (Viannia) 

guyanensis. 

Os resultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 95%. 

As barras indicam o erro padrão da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estaticamente significantes em 

relação ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. 

 

5.3 AÇÃO LEISHMANICIDA NO CRESCIMENTO IN VITRO DE FORMAS 

PROMASTIGOTAS DE Leishmania spp 

A atividade leishmanicida do extrato etanólico de Calycophyllum spruceanum foi avaliada 

pela inibição do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis in vitro 

(Tabela 1). As formas promastigotas foram tratadas com as concentrações de 100, 50, 25, 12 e 6 

μg/mL do extrato por seis dias. Os resultados expressos em IC50 são apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 1 Taxa de inibição de crescimento do extrato etanólico das cascas de Calycophyllum spruceanum sobre 

formas promastigotas de leishmania in vitro 

Concentrações (µg/mL) Número de promastigotas x 105 + SDa Inibição de crescimento % 

L. amazonensis L. guyanensis L. amazonensis L. guyanensis 

100 32,50 + 5,12 25,33 + 1,27 19,41 10,59 

50 37,33 + 1,75 29,33 + 8,04 7,44 0 

25 39,50 + 1,51 29,00 + 1,06 2,06 0 

12 40,16 + 2,04 27,84 + 1,24 0,43 1,73 

6 40,00 + 2,09 31,33 + 8,43 0,82 0 

Controle 40,33 + 1,86 28,33 + 1,18 0 0 

DMSO 0,7% - 50b 38,50 + 1,04 32,00 + 7,50 4,54 0 

Pentamidina – 50c 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 100 100 
a Os resultados representam a média de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 95% + SD, Desvio padrão. 
b Promotor de solubilidade. 
c Droga referência. 

 
Tabela 2 - Avaliação da atividade leishmanicida em formas promastigotas in vitro do extrato etanólico das cascas 

de Calycophyllum spruceanum. 

Leishmania spp.a IC50 (μg/mL) + SEMb Classificação da atividade 

PH8 167,15 + 0,56 Não ativo 

M4147 8933,27 + 1,30 Não ativo 

a PH8, Leishmania (Leishmania) amazonensis; M4147 Leishmania (Viannia) guyanensis. 
b IC50, 50% de Concentração Inibitória. Os valores são expressos em média + SEM. 

 

As promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis não foram sensíveis ao extrato 

etanólico. As curvas de crescimento de L. amazonensis (F = 2,998; P > 0,05) e L. guyanensis (F = 

1,581; P > 0,05) não apresentam diferenças significativas no crescimento parasitário entre os 

grupos controle não tratados e tratados com DMSO e os grupos tratados com todas as 

concentrações testadas (Gráfico 6 e Gráfico 7). 
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Gráfico 6. Atividade leishmanicida do extrato etanólico das cascas de Calycophyllum spruceanum frente as 

formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis 

Os reultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 95%. 

As barras indicam o erro padrão da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente significantes 

em relação ao controle sem tratamento, *P < 0,05. Os (#) referem resultados estatisticamente significantes em relação 

ao tratado com DMSO 0,7%, #P < 0,05. 
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Gráfico 7. Atividade leishmanicida do extrato etanólico das cascas de Calycophyllum spruceanum frente as 

formas promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis 

Os reultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 95%. 

As barras indicam o erro padrão da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente significantes 

em relação ao controle sem tratamento, *P < 0,05. Os (#) referem resultados estatisticamente significantes em relação 

ao tratado com DMSO 0,7%, #P < 0,05. 

 

Os principais tratamentos medicamentosos recomendados para Leishmaniose Tegumentar 

Americana foram introduzidos mais de 50 anos atrás. Atualmente o tratamento é feito à base de 

antimoniais pentavalentes, anfotericina B e pentamidinas, as quais são tóxicas, de custo elevado, 

difícil administração e podem causar resistência ao parasito (RATH et al., 2003; CROFT & 

COOMBS, 2003). A internação prolongada e os efeitos adversos como alterações cardíacas, renais, 

pancreáticas e hepáticas dificultam a conclusão do tratamento (CARVALHO & FERREIRA, 2001; 

PAULA et al., 2003; NAKAMURA et al., 2006). 

Considerando as dificuldades de tratamento, a ausência de vacinas e os resultados obtidos 

referentes à atividade leishmanicida da espécie Calycophyllum spruceanum é necessário avaliar 

outros extratos orgânicos e componentes isolados da espécie para que se possa testá-los a fim 

avaliar efetivamente sua atividade leishmanicida, contribuindo para o avanço na busca de novas 

drogas terapêuticas para Leishmaniose Tegumentar Americana. 
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7. CONCLUSÕES 

1. Produtos naturais podem ser uma fonte de novas drogas com alta atividade e baixa 

toxicidade proporcionando alternativas na substituição de drogas sintéticas no tratamento da 

leishmaniose sem os indesejáveis efeitos colaterais. 

2. A avaliação do efeito leishmanicida do extrato etanólico das cascas de 

Calycophyllum spruceanum no modelo in vitro não apresentou atividade frente a formas 

promastigotas de L. amazonensis. 

3. A avaliação do efeito leishmanicida do extrato etanólico das cascas de 

Calycophyllum spruceanum no modelo in vitro não apresentou atividade frente a formas 

promastigotas de L. guyanensis. 

4. Os resultados obtidos neste estudo confirmam a importância da seleção de extrato 

de plantas usadas na medicina popular nos programas de triagem na busca de novos agentes 

leishmanicidas. 
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