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RESUMO 

As atuais formas de tratamento da leishmaniose induzem a fortes efeitos 

colaterais. Vários casos de resistência às drogas utilizadas para o tratamento 

também já foram registrados. Na busca por novas alternativas de tratamento, a 

descoberta de propriedades terapêuticas de secundários ativos presentes em 

extratos vegetais tem despertado o interesse da investigação de novas opções 

de tratamento da leishmaniose com plantas medicinais. A Morinda citrifolia, 

popularmente conhecida como noni, destaca-se por apresentar diversas 

substâncias ativas que possuem ação antimicrobiana, antiviral e fungicida, e 

potencial atividade contra protozoários como os do gênero Leishmania. Neste 

trabalho realizamos o estudo fitoquímico e avaliamos a ação leishmanicida e 

citotoxicidade in vitro do extrato bruto do fruto de M. citrifolia. O extrato bruto 

apresentou rendimento de 6,31%. A prospecção fitoquímica demonstrou a 

presença de antraquinonas, flavonóides, alcalóides, triterpenóides, esteróides, 

saponinas, cumarinas, compostos fenólicos, taninos, antocianidinas e 

chalconas. A cromatografia líquida de alta eficiência com detectores de arranjo 

de diodo e de espalhamento de luz identificou como constituintes majoritários 

substâncias aromáticas e fenólicas. O extrato demonstrou atividade dose-

dependente, e IC50 de 204,1 µg/mL para promastigota, 137,0 µg/mL para 

amastigota axenico, e 63,6 µg/mL contra amastigotas intracelulares de 

Leishmania amazonensis. Formas promastigotas tratadas por 24 horas com 

concentrações do extrato entre 15 e 120 µg/mL e obsevadas em microscopia 

eletrônica de transmissão apresentaram vacuolização citoplasmática, inclusão 

lipídica e aumento da atividade exocítica. O ensaio de citotoxicidade mostrou 

que a ação do extrato é mais específica para o protozoário, e não citotóxica 

para a célula. O extrato bruto do fruto de M. citrifolia é ativo contra L 

amazonensis em modelo in vitro e promissor para novas pesquisas de opções 

terapêuticas para leishmaniose. 

 

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, estudo fitoquímico, citotoxidade, 
microscopia eletrônica. 
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ABSTRACT 

The current forms of treatment of leishmaniasis induce strong side effects and 
several cases of resistance to the drugs used for treatment have been 
reported. In the search for new alternatives of treatment, the discovery of 
therapeutic properties of active substances present in plant extracts have 
attracted the interest of research into new treatment options for leishmaniasis 
using medicinal plants. Morinda citrifolia, commonly known as noni, stands out 
since it has several active substances that have antimicrobial, antiviral and 
antifungal and potential activity against protozoa such as the members of 
Leishmania genus. We carried out the phytochemical study and evaluated the 
antileishmanial activity and in vitro cytotoxicity of crude extract of M. citrifolia 
fruit. The crude extract showed a yield of 6.31%. The phytochemical screening 
showed the presence of anthraquinones, flavonoids, alkaloids, terpenoids, 
steroids, saponins, coumarins, phenolic compounds, tannins, anthocyanidins 
and chalcones. The high performance liquid chromatography with diode array 
detector and light scattering identified phenolics and aromatics compounds as 
its major constituents. The extract showed a dose-dependent activity, and IC50 
of 204.1 µg/ml for promastigotes, 137.0 µmg/mL to axenic amastigotes, and 
63.6 µg /mL against intracellular amastigotes of Leishmania amazonensis. 
Promastigotes forms treated for 24 hours with extract concentrations of 15 to 
120 µg/mL and observed in transmission electron microscopy presented 
cytoplasmatic vacuolization, lipid inclusion and increased activity exocyted. The 
cytotoxicity assay showed that the activity of the extract is more specific for the 
protozoan and was not cytotoxic to the cell. The crude extract of M. citrifolia fruit 
is active against L. amazonensis in the in vitro model, and promising for further 
researches of new treatments for leishmaniasis. 

Key words: Leishmania amazonensis, phytochemical screening, cytotoxity 
assay, electron microscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

As leishmanioses são um complexo de doenças causadas por 

protozoários do gênero Leishmania. São zoonoses de grande importância na 

saúde pública e de acordo com a Organização Mundial da Saúde, encontram-

se entre as seis maiores endemias consideradas prioritárias no mundo. É 

predominante em 98 países e em 3 territórios nos5 continentes, com cerca de 

1,3 milhões de novos casos notificados por ano. Mesmo possuindo estatísticas 

alarmantes, apenas trinta países fazem a notificação compulsória dos casos. 

No Brasil, a distribuição geográfica da leishmaniose é ampla, com registros da 

doença em todo o território nacional, especialmente na região nordeste, com os 

maiores focos endêmicos nos estados do Ceará e Maranhão (BRASIL, 2007, 

ALVAR et al., 2012). 

O tratamento das leishmanioses é feito principalmente, à base de 

antimoniais pentavalentes (SbV), anfotericina B e pentamidinas, com período 

de administração prolongado, via parenteral e de alto custo, o que às vezes 

requer hospitalização, provocando desconforto ao paciente. Está associado a 

efeitos adversos, como: artralgias, mialgias, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, 

nefrotoxicidade, anorexia, naúsea, vômito (HEPBURN et al., 1993; BRUMMIT 

et al., 1996). 

As reações adversas e o crescente número de relatos de resistência 

ao tratamento atual contra leishmaniose apontam para a necessidade da 

pesquisa de novas opções de tratamento, mais eficientes e menos tóxicas. 

Diversas pesquisas têm sido realizadas com novas alternativas de esquemas 

terapêuticos para os antimoniais, utilizando doses menores e esquemas 

posológicos alternativos, na tentativa de minimizar os efeitos colaterais 

(OLIVEIRA-NETO & MATTOS, 2006). A Organização Mundial de Saúde, em 

virtude do aumento do número de co-infecção de leishmaniose e AIDS, tem 

dado incentivos a pesquisas com drogas alternativas, já que os 
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imunodeprimidos não respondem bem ao tratamento convencional (WHO, 

2002). 

As vantagens de uma nova droga contra leishmaniose devem incluir 

baixa toxicidade, alta eficácia e preço acessível. Nesse contexto, as 

formulações provenientes de extratos fitoterápicos têm ganhado bastante 

evidência. Desde a década de 90 vários estudos têm sido realizados com o 

objetivo de identificar e caracterizar extratos de plantas medicinais com 

atividade leishmanicida (BRAGA et al., 2007; ESTEVEZ et al., 2007; COSTA-

SILVA et al., 2015; COLARES et al., 2013). Compostos como metoxichalconas 

(TORRES-SANTOS et al., 1999), alcaloides indólicos, cumarinas (FERREIRA 

et al., 2010) e bioflavonoides (MAI et al., 2015) já foram isolados de diversos 

extratos vegetais e vem demonstrando elevada atividade leishmanicida, o que 

revela o grande potencial que as plantas detêm e a viabilidade de estudos com 

essa finalidade. 

A Morinda citrifolia é uma planta de pequeno porte originária da 

Polinésia, popularmente conhecida como Noni, e uma das mais significantes 

fontes da medicina tradicional nessas comunidades. Estudos comprovam a 

eficácia do Noni no tratamento da dor e dos processos inflamatórios (BASAR et 

al., 2010). Dela têm sido isoladas várias substâncias, tais como antraquinonas, 

bioflavonoides, terpenos, xeronina, escopoletina e damnacantal. Esta última 

substância é inibidora de células K-ras-NRK, que são células precursoras de 

tumores (LEVAND & LARSON, 1979; HIRAMATSU et al, 1993). 

Diversos estudos têm demostrado que a M. citrifolia possui atividade 

antimicrobiana contra Enterococcus faecalis (KANDASWAMY, et al., 2010), 

assim como para outras diversas bactérias, devido a componentes como 

compostos fenólicos, incluindo acubina, L-asperulosida, alizarina, escopoletina 

e outras antraquinonas (CHAN-BLANCO et al, 2006). Resultados de atividade 

contra fungos (BARANI et al., 2014) tambem já foram observados. A avaliação 
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do extrato de M. citrifolia contra Candida albicans demonstrou um excelente 

potencial contra este fungo (JAINCKITTIVONG et al, 2009). 

Baseado nos constituintes químicos da M. citrifolia, que indicam um 

potencial efeito anti-Leishmania, este trabalho realizou a análise fitoquímica, 

avaliou a atividade leishmanicida e as alterações ultraestruturais provocadas 

pelo extrato bruto do fruto de M. citrifolia em Leishmania amazonensis. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Leishmaniose e Leishmania 

As leishmanioses são doenças de caráter zoonótico que atingem 

várias regiões do mundo. Historicamente, os primeiros relatos remontam à 

Grécia, onde a leishmaniose visceral era denominada de ponos ou 

haplopinakon. O termo kalaazar (pele negra), ou Kala-jwar (febre negra), são 

denominações de origem hindu para a leishmaniose visceral, criadas em 1869, 

devido ao aumento da pigmentação da pele durante o curso desta enfermidade 

(Marzochi et al., 1981). 

O protozoário do gênero Leishmania, agente etiológico das 

leishmanioses, foi descrito pela primeira vez em 1903, na Índia, por William 

Leishman, durante a necropsia de um soldado. No mesmo ano, em um estudo 

independente Charles Donovan descreveu o mesmo parasito em fígado de 

pacientes com suspeita de malária crônica. Em 1904, Bruce, Laveran e Mesnil 

identificaram o parasito como o agente causador da febre indiana e o 

denomiram de Piroplasma donovani. Em 1908, Charles Nicolle, na Tunísia, 

demonstrou o papel do cão como hospedeiro intermediário, e só em 1924 a 

transmissão da Leishmania donovani ao homem pela picada de Phlebotomum 

argentipes é confirmada, fechando assim, o ciclo desta zoonose (Badaró & 

Duarte, 1986). 

Atualmente, a posição sistemática do gênero, segundo a 

classificação taxonômica, é: Reino Protista, Haeckel, 1866; Sub-reino Protozoa, 

Goldfuss,1817; Filo Sarcomastigophora, Honiberg & Balamuth,1963; Subfilo 

Mastigophora, Diesing,1866; Classe Zoomastigophorea, Calkins,1909; Ordem 

Kinetoplastida, Vickkerman,1976; Subordem Trypanosomatina, Kent,1880; 

Família Trypanosomatidae, Grobben,1905; Gênero Leishmania, Ross,1903 

(Levine, et al., 1980). 

Dentro do gênero Leishmania, existem três grupos classificados 

como três subgêneros distintos. Essa classificação depende dos hospedeiros e 
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do segmento do intestino do flebotomíneo colonizado pelos parasitos, sendo 

confirmada pelas análises filogenéticas de sequencias de DNA. Nas Américas, 

o gênero Leishmania é subdividido em dois sub-gêneros. Classificam-se no 

sub-gênero Viannia (Lainson & Shaw, 1987) as espécies que se desenvolvem 

na porção posterior do intestino, enquanto as que apresentam desenvolvimento 

na porção anterior e média do intestino são do sub-gênero Leishmania  

(Saf‘janova, 1982). O terceiro sub-gênero, Sauroleishmania, compreende 

espécies de Leishmania  que parasitam répteis e recentemente foi incluído 

dentro do gênero após análise filogenética baseada em sequência de DNA, 

sendo considerado um grupo de desenvolvimento secundário derivado das 

espécies de mamíferos (Bates, 2007). 

Das pouco mais de 30 espécies conhecidas, cerca de 21 possuem 

importância veterinária e médica, sendo responsáveis pelas diversas 

manifestações clínicas observadas na leishmaniose. As diferentes espécies 

são morfologicamente indistinguíveis, mas podem ser diferenciadas por 

análises isoenzimáticas, métodos moleculares, ou anticorpos monoclonais 

(Bates, 2007). 

Morfologicamente, os protozoários do gênero Leishmania 

apresentam basicamente duas formas evolutivas: a amastigota e a 

promastigota. A forma amastigota, com corpo ovóide, medindo entre 2,1 e 3,2 

µm, é imóvel e intracelular. Entre as espécies, há pouca variação morfológica. 

Do ponto de vista ultraestrutural, o núcleo é grande, arredondado ou ovóide, 

por vezes ocupando maior parte do corpo do parasito. Próximo ao núcleo 

encontra-se em forma de bastão, o cinetoplasto, estrutura mitocondrial 

constituída por estruturas filamentosas, circulares, formadas por DNA, 

denominadas k-DNA. Uma invaginação da membrana na região anterior do 

corpo celular forma a bolsa flagelar, onde fica alojado o flagelo, que não é livre. 

Junto à membrana celular, em conformação regular e equidistante, estão os 

microtúbulos em número variável. Estes microtúbulos subpeliculares fazem 

parte do citoesqueleto do parasito. Na bolsa flagelar, área relacionada às 

atividades de endocitose e exocitose, não são observados microtúbulos 
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subpeliculares. Entre o flagelo e o cinetoplasto encontra-se o corpo basal, 

continuação do flagelo. Complexo de Golgi, retículo endoplasmático e outras 

estruturas pouco diferenciadas também são encontradas no citoplasma. A 

forma amastigota se desenvolve poucas horas após ser internalizada pelas 

células-alvo do hospedeiro vertebrado (WEBSTER & RUSSEL, 1993; GULL, 

1999; BATES, 2007).  

A forma promastigota apresenta corpo alongado, tamanho variando 

entre 14 e 20 µm e flagelo livre. É extracelular e móvel, encontrando-se no 

intestino do hospedeiro invertebrado. O flagelo emerge da porção anterior do 

parasito, com medida igual ou superior ao maior diâmetro do corpo, e é 

responsável pela mobilidade das formas promastigotas. Estruturalmente, a 

forma promastigota difere da forma amastigota pelas seguintes características: 

forma alongada do corpo, presença de flagelo livre, desenvolvimento da 

mitocôndria, núcleo maior, aparelho de Golgi e retículo endoplasmático mais 

evidente. À medida que as formas promastigotas se desenvolvem no intestino 

do hospedeiro invertebrado, elas sofrem pequenas transformações 

morfológicas, sendo classificadas em cinco estágios: promastigotas procíclicas, 

nectomonadas, leptomonadas, haptomonadas, e metacíclicas. A forma 

infectante para o hospedeiro definitivo é a promastigota metacíclica, que se 

define no final do ciclo intravetorial, e são formas menores, de elevada 

mobilidade, possuindo um flagelo mais longo (GOSSAGE et al. 2003; BATES, 

2007). 

2.2 Ciclo biológico 

Por apresentar o seu ciclo de vida em dois hospedeiros, um 

vertebrado canídeo, roedor, marsupial ou humano, e outro invertebrado 

(dípteros hematófagos dos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia), os protozoários 

do gênero Leishmania são classificados como parasitos heteroxenos. A 

principal espécie vetora no Novo Mundo é Lutzomyia longipalpis (CHANG, 

1990; VASSILIOS, 1993). 
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No ciclo de vida, a fêmea do flebótomo, durante repasto no 

hospedeiro mamífero infectado, ingere sangue com células parasitadas, 

principalmente macrófagos, que são rapidamente destruídos e liberam as 

formas amastigotas. Nas primeiras 24 horas dentro do inseto, as amastigotas 

se dividem por fissão binária longitudinal e se diferenciam em promastigotas no 

aparelho digestório. As formas promastigotas se diferenciam em três estágios 

intermediários até se transformarem em promastigotas metacíclicas, que são 

as formas infectantes, e se locomovem para a parte anterior do tubo digestório 

do vetor, acumulando-se na região da cárdia e válvula do estomodeu e 

degenerando-a. Devido à lesão valvular, o flebotomíneo regurgita as formas 

promastigotas metacíclicas de Leishmania juntamente com a saliva (revisado 

por KILLICK-KENDRICK, 1990; BATES, 2008) na pele do hospedeiro 

vertebrado, durante os próximos repastos. As promastigotas metacíclicas 

inoculadas são então internalizadas pelos macrófagos do hospedeiro 

vertebrado, localizando-se no vacúolo parasitóforo e tranformando-se em 

amastigotas. No vacúolo, elas se multiplicam e são capazes de inibir diversos 

mecanismos de defesa celular que deveriam causar sua lise, como fusão 

fagossomo-lisossomo, enzimas hidrolíticas, mecanismos de sinalização celular, 

produção de citocinas e óxido nítrico. Em cerca de 24 a 48 horas as 

amastigotas se multiplicam, podendo haver ruptura dos macrófagos e, 

novamente, a internalização dos parasitos por outras células, causando sua 

disseminação pelo organismo, dependendo da espécie de Leishmania 

infectante. Estes macrófagos infectados, quando ingeridos por outro flebótomo, 

reiniciam o ciclo de vida do parasito (MOLYNEUX & KILLICK-KENDRICK, 

1987; CUNNINGHAN, 2002). 

As manifestações clínicas e o curso da infecção da doença são 

influenciados por diversos fatores, ligados ao parasito, ao vetor, e ao 

hospedeiro. Elas dependem da natureza do agente infectante, sua espécie, 

infectividade, disseminação hematogênica ou linfática, de fatores da saliva do 

inseto vetor e da resposta imunológica e susceptibilidade genética do 

hospedeiro (WILSON & PEARL, 1990; DEDET, 1999; SALMAN et al., 1999). 
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2.3 Patogenia e clínica 

Para que a infecção em hospedeiros mamíferos se estabeleça, é 

necessário que o parasito, assim que inoculado, penetre na célula hospedeira, 

que podem ser monócitos, macrófagos teciduais, células dendríticas, 

neutrófilos, dentre outras (RITTER & KÖRNER, 2002). Uma vez englobado no 

vacúolo parasitóforo, ele ativa mecanismos intrínsecos, que o capacitam a 

resistir à ação das enzimas hidrolíticas do lisossoma e dos intermediários 

reativos do oxigênio (ROI), resultantes da ação das enzimas dependentes de 

oxigênio, que os macrófagos e neutrófilos possuem (PRESCOTT et al., 2005). 

O parasito exerce ação lesiva direta sobre estas células, causando, alteração 

funcional e, posteriormente, a destruição das mesmas (GENARO et al., 2000; 

CUNNINGHAN, 2002).  

O local de inoculação das formas promastigotas pelo flebótomo é a 

porta de entrada da infecção. O período de incubação pode variar de um mês a 

anos. Em animais susceptíveis, sua disseminação para o organismo ocorre por 

via hematógenica e/ou linfática, principalmente no interior de células do 

hospedeiro, podendo, eventualmente, ser transportado livre. O parasito é 

encontrado em maior abundância no baço, linfonodos, medula óssea, fígado, 

rins e pele (CUNNINGHAN, 2002). 

As formas amastigotas já foram observadas nos macrófagos dos 

animais infectados e em várias células de todo o organismo, como monócitos, 

neutrófilos, eosinófilos, células endoteliais (OLIVEIRA et al., 1993; MARSELLA 

& GOPEGUI, 1998), fibroblastos (HERVAS-RODRIGUEZ et al., 1996; 

BOGDAN et al., 2000), humor aquoso (FERRARI, 1990), hepatócitos (TAFURI 

et al., 2001) e músculo (SILVA-ALMEIDA et al., 2010). Os fibroblastos podem 

conter a forma amastigota apenas na fase latente ou crônica da infecção (AGA 

et al., 2002). 

Além das lesões causadas pela ação direta do parasito, algumas 

alterações observadas na leishmaniose visceral são imunomediadas. A 

infecção em animais susceptíveis resulta em intensa produção de anticorpos. 
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Ocorre a proliferação de linfócitos B, histiócitos e macrófagos, resultando em 

linfadenomegalia generalizada e hepato e esplenomegalia. A resposta humoral, 

expressa pela elevada produção de anticorpos, é ineficiente e provoca efeitos 

adversos no organismo. As imunoglobulinas, ao opsonizarem o parasito, 

facilitam a sua entrada em macrófagos, colaborando para a sua sobrevivência. 

Ainda, anticorpos circulantes formam imunocomplexos, que se depositam nas 

paredes de vasos sanguíneos e nos rins, podendo causar vasculite, poliartrite e 

glomerulonefrite (SLAPPENDEL, 1988; CUNNINGHAN, 2002). 

A relação parasito-hospedeiro estabelecida entre as leishmânias e o 

hospedeiro vertebrado é muito complexa, estando ligada a uma grande 

variedade de fatores que interagem de forma variada. O resultado dessa 

complexa interação resulta na existência de um amplo espectro de situações 

distintas, que vão desde a ausência de doença até ao desenvolvimento de 

manifestações clínicas graves (CAMPILLO et al., 1999). 

No homem, a leishmaniose pode se apresentar sob diversas formas: 

a cutânea, como na leishmaniose tegumentar americana (LTA), a forma 

visceral, na leishmaniose visceral (LV), a forma cutânea-difusa e a forma 

mucocutânea. No cão, a doença pode se apresentar de duas formas, a visceral 

e a cutânea. Dependendo da manifestação clínica do animal, podemos 

encontrar cães assintomáticos, sem manifestação clínica aparente, cães 

oligossintomáticos, onde os sinais clínicos presentes estão em número 

reduzido, ou cães sintomáticos, com presença de um quadro clínico 

característico (CAMPILLO et al. 1999). 

A Leishmaniose Tegumentar Canina apresenta-se semelhante à 

clínica do homem, com lesões ulceradas, por vezes como dermatite furfurácea, 

e áreas de alopecia, principalmente encontradas no pavilhão auricular, focinho, 

face, membro posterior e bolsa escrotal, podendo acometer mucosas, 

comumente a nasal e oral (MADEIRA et al., 2004). 

A Leishmaniose Visceral Canina é a forma mais grave, sendo de 

evolução crônica, sistêmica e fatal se não tratada (PALATNIK-DE-SOUSA et 
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al., 2001). Os sinais da doença são amplamente variáveis, sendo as mais 

freqüentes: linfoadenomegalia; alterações dermatológicas como alopecia, 

lesões ulcerativas, prurido intenso e descamação furfurácea; anorexia; 

onicogrifose; emaciação; anemia; uveíte; hipertermia; diarréia e melena; 

quadros de pneumonia, e de epistaxe. Nas fases mais crônicas da doença 

observa-se aumento do quadro de hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, com 

diarréia e hemorragia intestinal, atrofia muscular, e insuficiência renal crônica, 

que acabam ocasionando óbito (FEITOSA, et al., 2000). 

2.4 Tratamento 

No Brasil, uma Portaria Interministerial do Ministério da Saúde e do 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, nº 1.426, de 11 de julho 

de 2008, proíbe, em todo o território nacional, o tratamento da leishmaniose 

visceral em cães infectados ou doentes, com produtos de uso humano ou não 

registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

para tratamento específico em cães. Regulamenta ainda que, para a obtenção 

de registro no MAPA, o produto de uso veterinário para tratamento de 

leishmaniose visceral canina deverá preferencialmente ser constituído de 

drogas ou princípios ativos não destinados ao tratamento de seres humanos 

(BRASIL, 2008). Portanto, no Brasil, os tratamentos descritos são de uso 

exclusivo para humanos. 

2.4.1 Antimoniais pentavalentes 

Historicamente, vários tratamentos contra a leishmaniose já foram 

utilizados no passado, como o quinino, arsenicais e injeção de aguarrás. Com 

resultados variáveis, nenhum deles possuía eficácia comprovada (RESS et al., 

1985). Em 1912, o médico Gaspar Viana utilizou pela primeira vez com 

sucesso o tártaro emético, antimonial trivalente (SbIII), na terapia de LTA 

(VIANNA, 1912). Entre 1920 e 1930, os antimoniais pentavalentes (SbV) foram 

introduzidos no tratamento da LV, fazendo o tratamento cair de 3 a 4 meses 

para semanas. Na década de 40 surgiram novas formulações de antimoniais 
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pentavalentes, menos tóxicos e utilizados até hoje: antimoniato de meglumina, 

Glucantime®, e o estibogluconato de sódio, Pentostan® (MURRAY et al. 2000). 

O Pentostan® é utilizado nos países de língua inglesa, incluindo os 

Estados Unidos, enquanto o Glucantime® é usado em países da América latina 

e demais países de língua francesa e espanhola. No Brasil, o tratamento da 

doença humana faz uso de uma formulação disponível do antimoniato de N-

metilglucamina, de distribuição exclusiva do Ministério da Saúde. O esquema 

terapêutico recomendado para a leishmaniose visceral é de 10 a 20 mg/kg/dia, 

por via intramuscular profunda, por vinte a trinta dias. O tratamento deve ser 

limitado a duas ou três ampolas por dia, alcançando índices de cura de 95%. A 

resistência crescente tem levado ao emprego de doses de 40mg/kg/dia, e ao 

questionamento do limite máximo de 850 mg/dia, pela verificação de que a 

toxicidade foi superestimada no passado (HUEB, 1997; GONTIJO & MELO, 

2004). 

O mecanismo de ação dos antimoniais pentavalentes permanece 

incerto. Para se tornar ativo, o SbV precisa entrar na célula do hospedeiro, ser 

convertido em SbIII, e cruzar a membrana fagolisossômica para atuar sobre as 

formas amastigotas. É pressuposto que esta forma trivalente possa interferir no 

processo de β-oxidação de ácidos graxos e glicólise do parasito inibindo a 

enzima fosfofrutoquinase, levando a uma depleção dos níveis de ATP 

intracelular (BALAÑA-FOUCE et al., 1998; ANVISA, 2011). Na forma 

amastigota, uma metaloprotease zinco-dependente, essencial para o 

desenvolvimento do parasito, que poderia ser inativada se o antimônio 

substituísse o zinco nesta enzima, constituindo uma nova via de ação (Bangs 

et al. 2001). 

Apesar dos poucos avanços com os antimoniais nas últimas 

décadas, eles ainda hoje são a terapêutica de primeira escolha contra a 

leishmaniose. O tratamento é longo, com via de administração intramuscular, o 

que às vezes requer hospitalização, provocando desconforto no paciente, e 

altos custos para o Estado. É contra-indicado em grávidas, nefropatas, 
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cardiopatas, pacientes com Doença de Chagas e tuberculose (GRIMALDI & 

TESH, 1993). Está associado a diversos efeitos adversos, como artralgias, 

mialgias, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, anorexia, naúsea, vômito, 

neuropatia periférica, nefrotoxicidade, trombocitopenia (CHULAY et al., 1985; 

HORBER et al., 1991; ANTEZANA et al., 1992; BRACONNIER & MIORNER, 

1993; HEPBURN et al., 1993; BRUMMIT et al.,1996) e podem, às vezes, 

induzir a interrupção do tratamento. Deve-se observar que, mesmo doses 

menores da droga também podem induzir efeitos colaterais (CASTRO et al., 

1990). 

Uma nova via de administração dos antimoniais que tem alcançado 

bons resultados, com a cicatrização total das lesões, é a administração 

intralesional de SbV. Porém, a mesma apresenta os seguintes incovenientes: 

administração ininterrupta por mais de um mês; tratamento localizado em cada 

lesão individual e; infiltração da droga na derme profunda (ASTE et al., 1998). 

Quando os antimoniais não se mostrarem efetivos devido aos longos 

esquemas terapêuticos, reações adversas ou limitações de uso, existem 

alternativas de tratamento, como a anfotericina B, pentamidinas, miltefosina e 

imunomediadores, que são utilizados nos serviços de referência no tratamento 

da leishmaniose visceral (GONTIJO & MELO, 2004). 

2.4.2 Anfotericina B 

A anfotericina B é um antifúngico produzido por cultura de 

actinomicetos Streptomyces nodosus e utilizado no combate de infecções 

sistêmicas. A anfotericina B lipossomal foi utilizada pela primeira vez no 

tratamento da LTA por Sampaio & Mardsen (1997). É a droga de eleição em 

casos de resistência do parasito aos antimoniais (TORRE-CISNEROS et al., 

1994). 

Ela age ligando-se aos esteróides da membrana celular da célula 

sensível, especificamente ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana 

e provocando extravasamento dos componentes intracelulares. As leishmânias, 

assim como os fungos, também possuem ergosterol em sua membrana 
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plasmática, o que explica a eficácia da anfotericina B frente ao parasito 

(SUNDAR et al., 2004; ANVISA, 2011b). 

Apesar de ser droga de segunda escolha no tratamento da 

leishmaniose, a anfotericina B apresenta severas reações adversas, como 

febre, calafrios, cefaléia, hipocalemia, hipomagnesemia, anemia, leucopenia, 

flebite e nefrotoxidade, sendo que toda a terapêutica deve ser feita sob 

vigilância, em serviços especializados e com o paciente hospitalizado (ANVISA, 

2011b). 

2.4.3 Pentamidina 

A pentamidina é droga de segunda escolha para o tratamento da 

leishmaniose. Os primeiros relatos de sucesso terapêutico no tratamento de 

alguns casos de LTA foram descritos em 1952 por Orsini e Silva. É utilizada 

comercialmente na forma de sais de pentamidina, principalmente isotionato de 

pentamidina. Provavelmente age interferindo na síntese do DNA, inibindo a 

topoisomerase II mitocondrial, alterando morfologicamente o cinetoplasto e 

fragmentando a membrana mitocondrial (CROFT & BRASIL, 1982; BASSELIN 

et al. 1996). 

Na região Norte do Brasil, tem-se obtido sucesso no tratamento da 

forma cutânea, causada por Leishmania (Viannia) guyanensis, com três 

aplicações de 4 mg/kg/dia, em dias alternados. Entretanto, constitui um 

tratamento caro, e o uso terapêutico contra leishmaniose, assim como a 

anfotericina B, também deve ser feito sob vigilância (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2000). É contra-indicado para grávidas, pessoas com diabetes, nefropatias, 

insuficiência renal e cardiopatias. Os efeitos adversos, muito comuns, incluem 

náuseas, vômitos, cefaléia, hipoglicemia, hipotensão durante a infusão, 

aumento de uréia e creatinina, síncope, diabetes, leucopenia e pancreatite. 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004). 
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2.4.4 Miltefosina 

A miltefosina é uma alquilfosfocolina desenvolvida originalmente 

como um quimioterápico antineoplásico. Na década de 80, durante a sua 

avaliação para esta finalidade terapêutica, descobriu-se a sua potente ação 

contra leishmânias. Em 1992 foi aprovada na Índia como o primeiro tratamento 

oral para a leishmaniose visceral. Estudos utilizando a miltefosina no 

tratamento da forma cutânea da doença resultaram em boa eficácia contra L. 

(V.) panamensis, mas para L. (V.) braziliensis, não houve eficiência adequada 

(SOTO et al., 2004). Os mecanismos de ação da miltefosina contra a 

leishmânia ainda não são bem entendidos. Nos mamíferos, age no 

metabolismo lipídico das membranas, induzindo alterações de sinalização e 

apoptose das células. Nas leishmânias altera o metabolismo lipídio e a 

sinalização celular (PHILIPS & STANLEY, 2006). Além de interferir na 

formação da membrana plasmática do parasito, age também como 

imunomodulador, ativando os linfócitos T, leucócitos e plaquetas. (TAVARES, 

2001). Ocorrem vômitos e diarréia em até 60% dos pacientes tratados com 

miltefosina, além de elevação das excretas nitrogenadas e transaminase. São 

necessários maiores estudos com esta medicação para verificar sua eficiência 

em relação às espécies de leishmânias existentes no Brasil (PHIPLIPS & 

STANLEY, 2006). 

2.4.5 Paramomicina 

A paramomicina é um antibiótico aminoglicosídeo usado no 

tratamento da leishmaniose visceral e cutânea. Age afetando a atividade 

mitocondrial do parasito. Na Índia e no Quênia teve resultado promissor com 

cura de 90% para LV na dose de 15mg/kg/dia durante 20 dias, incluindo casos 

resistentes ao Sbv (THAKUR et al., 2000). O uso em pomada a 15% de 

paramomicina durante 20 dias apresentou resultados positivos em 77% dos 

casos na LC experimental provocada por L. major (EL-ON, 1992). Apresenta 

nefro e ototoxicidade. 
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2.4.6 Outros tratamentos 

Diversos ativos têm sido testados contra leishmaniose, como o 

cetoconazol (SAENZ et al.,1990), o itraconazol (AL-FOUZAN et al., 1991; 

ALRAJHI et al., 2002), a terbinafina (KHALIL et al., 1996; BAHAMDAN et al., 

1997); a azitromicina (PRATA et al., 2003; SILVA-VERGARA et al., 2004; 

SAMPAIO et al., 2006); e imiquimode (SEEBERGER et al., 2003; MIRANDA-

VERASTEGUI et al., 2005), todos com resultados variáveis. Tratamentos 

térmicos, como a termoterapia (VELASCO-CASTREJON et al., 1997) e a 

crioterapia (ASILIAN et al., 2004) também foram testados no tratamento de 

lesões cutâneas, contudo a falta de especificidade e necessidade de 

profissionais capacitados para a técnica dificultam o avanço do tratamento. 

Pesquisas com imunoterapia, principalmente citocinas, também já 

foram realizadas. Embora o INF-γ não seja ativo o bastante sozinho, a 

associação entre INF-γ e antimoniato de meglumina mostrou-se bastante eficaz 

no tratamento de casos de leishmaniose cutânea (BADARO & JOHNSON, 

1993) e mucocutânea (FALCOFF et al., 1994). Outras citocinas, como IL-2 

(AKUFFO et al., 1990), IL-12 (SCOTT & FARREL, 1996) e GM-CSF, fator 

estimulante de colônia de granulócitos monócitos, (MURRAY et al., 1995) 

também foram avaliadas como alternativas de tratamento. Contudo, além dos 

elevados custos, o tratamento provoca diversos efeitos colaterais, como 

mialgias, febre, dor de cabeça, fadiga e em alguns casos leucopenia 

(BERMAN, 1997). 

2.5 Fitoterápicos e leishmaniose 

A fitoterapia é considerada a forma de medicina mais antiga da 

civilização humana, com registros do ano 2500 a.C. sobre a utilização de 

plantas medicinais na China (WANG, et al., 2002). A legislação atual define 

fitoterápico como medicamento obtido empregando-se exclusivamente 

matérias-primas ativas vegetais. É caracterizado pelo conhecimento da eficácia 

e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constância de sua 

qualidade. Não se considera medicamento fitoterápico aquele que, na sua 
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composição, inclua substâncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as 

associações destas com extratos vegetais (BRASIL, 2006). 

Recentemente, as plantas tornaram-se importante fonte de produtos 

biologicamente ativos. Cerca de 25% dos medicamentos possuem extratos em 

sua composição. Com isso, o consumo mundial de plantas medicinais e seus 

produtos se convertem em grandes volumes de negócios, principalmente 

devido a vários estudos científicos confirmarem as propriedades das plantas, 

exercendo algum tipo de ação farmacológica (SIMOES et al., 2007). Os 

medicamentos fitoterápicos chegam a movimentar o volume de US$ 43 bilhões 

por ano no mercado mundial, estabelecendo-se como o setor de mais rápido 

crescimento no mercado farmacêutico (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006). 

A descoberta de propriedades terapêuticas de secundários ativos 

presentes em extratos vegetais tem despertado o interesse da investigação de 

novas opções de tratamento da leishmaniose com plantas medicinais. O 

grande número de experimentos que fazem uso desses extratos contra 

leishmaniose tem levado a pesquisa de metabólitos secundários, como 

alcalóides, compostos fenólicos, terpenóides, flavonóides e outros 

(BERGMANN et al., 1997; DESJEUX, 2004). 

Kapil et al. (1993), demonstraram em estudos in vitro com formas 

promastigotas L. donovani, que o alcalóide piperina, presente em espécies de 

Piper spp, possui atividade leishmanicida comparada a ação da pentamidina, 

medicamento padrão no tratamento das leishmanioses. Outra fração alcalóide 

rica em voacangina e coronaridina, isoladas da planta Tabernaemontana 

catharinensis, demonstrou excelente efeito leishmanicida sobre as formas 

amastigotas da L. amazonensis, independente da produção de óxido nítrico 

pelos macrófagos infectados (SOARES et al., 2007). 

O extrato etanólico da espécie Himatanthus sucuuba foi testada 

sobre formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, obtendo IC50 de 

20 e 5 µg/mL, respectivamente. Posteriormente, desse extrato foram isolados 
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dois iridóides que podem ser os responsáveis pela atividade terapêutica do 

extrato (CASTILLO et al., 2007). 

Moreira et al. (2007) em São Luís, ao testarem a fração 

hidroalcóolica de Stachytarpheta cayennensis, planta usada popularmente no 

tratamento de lesões cutâneas causadas por leishmânia, sobre as formas 

promastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis, obteve os valores de IC50 de 

73,7 µg/mL e 382,5 µg/mL, respectivamente. 

O efeito da substância (3S)-16,17-Didehydrofalcarinol, um oxylipin 

isolado de Tridax procumbens, sobre promastigotas de L. mexicana mostrou-se 

bastante promissora, com IC50 do extrato bruto da planta de 16,52 µg/mL, e do 

isolado, 0,55 µM (MARTÍN-QUINTAL et al., 2010). 

A atividade in vitro do óleo essencial de Cymbopogon citratus 

demonstrou-se mais eficiente que o próprio citral dele extraído. A concentração 

inibitória das formas amastigota de L. amazonensis frente aos dois compostos 

foi, respectivamente, de 1,7 e 8,0 μg/mL (SANTIN et al., 2009). 

As furoquinolonas e cumarinas obtidas da Helietta apiculata 

demonstraram moderada atividade in vitro contra formas promastigotas de L. 

amazonensis, L. infantum e L. braziliensis, com valores de IC50 variando entre 

17 e 450 µg/mL (FERREIRA et al, 2010). 

Benzofenóis e extratos de frutos de Garcinia brasiliensis 

apresentaram boa atividade leishmanicida contra promastigotas de L. 

amazonensis, com IC50 variando, entre 1,43 e 32,5 μg/mL (PEREIRA et al., 

2010). 

2.6 Morinda citrifolia 

2.6.1 A planta 

Morinda citrifolia é uma planta de pequeno porte originária da 

Polinésia, que produz o fruto popularmente conhecido como noni. Sua 

classificação taxonômica é descrita da seguinte forma: Reino Plantae, Filo 

Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Rubiales, Família Rubiaceae, 
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Gênero Morinda, Espécie Morinda citrifolia (INBiO, 1997). Três variedades 

distintas da espécie Morinda citrifolia são conhecidas: Morinda citrifolia var. 

bracteata, Morinda citrifolia var. Potteri e Morinda citrifolia var. citrifolia. Elas 

diferem entre si principalmente por diferenças morfológicas da folha e do fruto. 

Das três, a variedade de maior importância econômica e medicinal é a Morinda 

citrifolia var. citrifolia (RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010). 

O noni é uma árvore ou arbusto que pode chegar aos 20 anos 

medindo de 9 a 10 metros de altura. Cresce tanto em florestas como em 

terrenos rochosos ou arenosos. Com temperatura e umidade adequadas, 

produz flores e frutos durante todo o ano. As folhas são largas, simples e 

opostas com 7 a 25 cm de largura e 20 a 45 cm de comprimento, de coloração 

verde escura, com veias vincadas e glabra nas duas faces. As flores, pequenas 

e brancas, são perfeitas, sésseis e se unem na base do capitulo. O fruto é oval 

e atinge de 4 a 7 cm de tamanho e cerca de 100 a 300 gramas (Figura 3). Ao 

surgir, apresenta cor verde, mudando para amarela e por fim, quase branca 

translúcida, altura em que o fruto é colhido. O fruto tem um forte odor, pelo qual 

é popularmente chamado de fruto do queijo ou fruto do vômito. O odor 

característico do fruto é atribuído aos ácidos butírico, octanóico e hexanóico. A 

fruta contém muitas sementes em forma discoidal, chegando ao número de 250 

sementes por fruto (MORTON, 1992; DIXON et al., 1999; NELSON, 2001; 

ROSS, 2001; WANG et al., 2002; WEST et al., 2009a). 

 

Figura 1 – Frutos de Morinda citrifolia em diferentes estágios de maturação. 
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No Estado do Maranhão, a espécie é de recente introdução, em 

destaque para sua capital São Luís, devido a sua localização geográfica, o 

clima e o solo dessa região, favorável na amplitude requerida para 

desenvolvimento dessa espécie, sendo as primeiras mudas plantadas em 

2005. Tanto na capital, como em cidades do interior do estado, seus frutos são 

de fácil acesso, sendo encontrados em diversas feiras e pequenos mercados 

(SILVA, 2010). Ela tem sido utilizada no tratamento de várias doenças, tais 

como artrites, hipertensão arterial, úlceras gástricas, diabetes e câncer (WANG 

et al., 2002). 

2.6.2 Principais constituintes químicos 

Estudos dos componentes químicos e nutricionais do suco do noni 

ainda são muito limitados, principalmente sobre o modo de processamento e 

obtenção do extrato. A composição química do noni é bastante complexa, 

apresentando mais de 200 compostos fitoquímicos, além de variar de acordo 

com diversas características, como estado de maturação do fruto, época de 

colheita, solo e adubação. A composição do noni ainda não foi descrita e 

apenas informação parcial está disponível (CHAN-BLANCO et al., 2006; 

SILVA, 2010; YANG et al., 2010). 

Além da sua utilidade como alimento, ao noni também é atribuído 

propriedades medicinais. É considerada uma planta adaptogênica, com 

propriedades que exercem influência de homeostase no organismo, pela 

capacidade de ajudar o corpo a fazer o uso de energia mais eficientemente 

através do aumento da atividade antioxidante, melhorando a resistência física. 

A caracterização química revela seu poder antioxidante pela presença de beta-

caroteno, ácido ascórbico, selênio, terpenóides, alcalóides, polifenóis, 

flavonóides e rutina. (PRAVEEN & AWANG, 2007; PALU, et al., 2008a; 

MURALIHARAN & SRIKANTH, 2010). 

Heinicke (1985) em estudos com o Ananás sp., descobriu a 

proxeronina, um alcalóide que se liga a serotonina para se converter em 
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xeronina, um alcalóide essencial à vida. A ela são atribuídos os vários efeitos 

benéficos do noni. Entretanto, há ausência de informação sobre a 

caracterização química deste alcalóide. Heinicke (2001), em seus estudos no 

Instituto de Pesquisa do Abacaxi no Havaí, utilizou o fruto do noni e isolou um 

material volátil que o chamou de xeronina. Ao isolar este alcalóide em estado 

puro, foi capaz de identificar sua exata estrutura química, pois poderia ser 

reduzida para uma estrutura cristalina seca (SILVA, 2010). 

Além da xeronina, os outros compostos presentes no fruto são 

terpenos, compostos fenólicos, damnacanthal, norepinefrina, escopoletina, 

antraquinonas, aminoácidos, asperulosido, iridóides, fitonutrientes, selênio, 

morindona, morindina, acubina, alizarina, ácido capróico, ácido caprílico, 

flavonóides e triterpenóides (LEVAND & LARSON, 1979; LAVAUT & LAVAUT, 

2003; YANG et al., 2010). 

2.6.3 Farmacocinética e toxicidade 

Para analisar a farmacocinética do suco de noni, devido a seus 

inúmeros componentes, Wang et al. (2002) utilizaram a escopoletina como 

biomarcador. Ratas SD foram tratadas por vi oral com 10 mL/kg de TNJ puro. 

Através de análises de cromatografia líquida de alta eficiência, observou-se no 

plasma pico de concentração de 50% em 30 minutos, mantendo-se por duas 

horas, e meia-vida de quatro horas. Em uma hora ocorre distribuição para 

diferentes tecidos com pico após três horas da administração, e rápida 

diminuição desta em seguida.  

Poucos estudos foram realizados para garantir a segurança do uso 

de M. citrifolia. Wang et al. (2002) avaliaram a toxicidade aguda e crônica do 

TNJ em ratos durante 14 dias e 13 semanas respectivamente, com dose de 

15000 mg/kg/dia para a toxidade aguda. Ao final, não observou nenhuma 

alteração clínica ou sinal macroscópico em órgãos necropsiados dos animais 

tratados por 14 dias. Para a toxicidade crônica, a dose NOAEL (No Observed 

Adverse Effect Level) encontrada foi de 80 mL/kg/dia de TNJ. Mais 
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recentemente, novos estudos, constataram que o consumo de suco de noni 

não induz a efeitos adversos no fígado (WEST et al., 2009b). 

Em estudo de toxicidade reprodutiva em fêmeas de ratos Wistar 

expostos ao extrato aquoso de noni, foi concluído que a dose de 7,5 mg/kg de 

extrato são capazes de produz toxicidade reprodutiva (MÜLLER et al., 2009). 

2.6.4 Legislação 

No Brasil, a Resolução nº 90, de 29 de abril de 2004, determinou a 

suspensão em todo território nacional do Produto SUCO TAHITIAN NONI, que 

irá durar o tempo necessário à realização de análises e outras providências 

requeridas, de toda propaganda com alegações de propriedades terapêuticas 

e/ou medicinais, veiculadas em todos os meios de comunicação, inclusive na 

internet (BRASIL, 2004). 

Em 29 de maio de 2007 o informe técnico nº 25, referente a área de 

alimentos ―Esclarecimentos sobre a comercialização do suco de fruta noni 

(Morinda citrifolia)‖, adverte: com o intuito de proteger e promover a saúde da 

população, os produtos contendo noni não devem ser comercializados no 

Brasil como alimento até que os requisitos legais que exigem a comprovação 

de sua segurança de uso e registro sejam atendidos (BRASIL, 2007). 

O suco de noni é aprovado para utilização como alimento seguro na 

União Européia. Recentemente, a Comissão Européia com base na avaliação 

científica consultou a Autoridade Européia para a Segurança dos Alimentos 

(AESA), e concluiu que o purê e o concentrado de frutos de noni são seguros 

para a população em geral (SILVA, 2010). 

Nos Estados Unidos, o noni é considerado seguro para consumo, 

sendo listado como tal na GRAS (Generally Recognized As Safe) e na FDA 

(Food & Drug Administration) sendo neste país comercializado como um 

suplemento medicinal (NELSON & ELEVITCH, 2006). 
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2.6.5 Propriedades fitoterápicas 

Estudos científicos têm atribuído várias propriedades terapeuticas do 

noni à presença de compostos terapeuticamente ativos. A norepinefrina 

estimula o sistema nervoso simpático; o damnacanthal é uma substância 

natural, utilizada para combater o câncer, e a xeronina ocasiona reação no 

núcleo da célula, fazendo que as pessoas se sintam com mais energia física e 

mental. A escopoletina se une a serotonina, cuja presença está associada com 

a diminuição da ansiedade e da depressão, com a regulação da temperatura 

corporal e da atividade sexual, além de ser o precursor da melatonina como 

regulador do sono, demonstrando atividade anti-hipertensão (LAVAUT & 

LAVAUT, 2003). 

Apesar do grande número de compostos com função orgânica, a 

literatura ainda é restrita quanto à utilização de extratos de M. citrifolia, contudo 

diversos trabalhos têm demonstrado o seu potencial fitoterápico (SILVA, 2010). 

Basar et al. (2010) demonstraram atividade analgésica e 

antiinflamatória do concentrado puro do fruto de noni, com efetiva diminuição 

da dor e da destruição das articulações causada pela atrite. A atividade 

analgésica central dose-dependente do extrato aquoso das raízes do noni já 

havia sido descrita por Younos et al. (1990). 

Atividade antioxidante da M. citrifolia foi observada em diversos 

estudos, como em humanos expostos a fumaça de cigarro e tratados com noni 

(WANG, 2009), e com extrato de raízes, fruto e folhas da planta (ZIN et al., 

2002). Dussossoy et al. (2011) associou as propriedades anti-oxidativas a 

compostos fenólicos e iridóides, e a atividade anti-inflamatória, associou a ação 

por meio de NO e PGE2. Chang-Hong et al. (2007) ao analisar os compostos 

fenólicos separadamente, concluiu que estes são os responsáveis pelos efeitos 

antioxidantes do extrato metanólico do fruto M. citifolia. 
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Estudos de atividade antitumoral demonstraram resultado positivo, 

tanto do suco (WANG & SU, 2001), como de substâncias isoladas da M. 

citrifolia. O Noni-ppt, substância rica em polissacarídeos do fruto de noni, 

apresentou percentual de cura de 25 a 45% dos tumores em camundongos 

(FURUSAWA, 2003). Antraquinonas isoladas da raiz inibiram o crescimento em 

células tumorais in vitro (KAMYIA et al., 2010). 

O efeito sedativo e ansiolítico do extrato metanólico bruto do fruto de 

M. citrifolia foi constatado por Deng et al.(2007), com ação provável pela 

presença de ligante(s) competitivo(s) no extrato, que podem se ligar a 

receptores GABA como um agonista. 

Harada et al. (2009) observaram efeito preventivo do suco de noni 

em danos neuronais induzidos por isquemia focal. Mais tarde, Muralihdaran et 

al. (2010) atribuíram a atividade neuroprotetora do extrato etilacético do fruto 

de M. citrifolia a inibição de atividade contra a acetilcolina esterase e 

monoamino oxidase, com consequente queda de dopamina e serotonina. 

A inibição dos efeitos da gota também foi comprovada através da 

inibição da enzima xantina oxidase provocada pelo extrato do fruto. (PALU, et 

al., 2009), assim como a atividade hipoglicêmica e hepatoprotetora de suco de 

noni fermentado em ratos diabéticos (NAYAK et al., 2010). 

O extrato aquoso de fruto, e o biomarcador escopoletina, 

demonstraram potencial preventivo e terapêutico para doenças inflamatórias 

gastro-esofágicas, incluindo ação inibitória da serotonina, radical-livre e 

inflamação mediada por citocinas (MAHATTANADUL et al., 2011). 

Os efeitos da M. citrifolia no sistema imunológico foram 

comprovados por Palu et al. (2008b), pela diminuição da produção de IL-4 e 

aumento da produção de INF-γ, sugerindo modulação da via de ativação de 

receptores canabinoide 2, e por Hirazumi & Furusawa (1999), com aumento de 

liberação de TNF-α, IL-1β, IFN-γ e NO de animais tratados com suco de noni. 
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Diversos estudos tem demonstrado que a M. citrifolia possui 

atividade antimicrobiana, contra Enterococcus faecalis (MURRAY et al., 2008; 

KANDASWAMY, et al., 2010), assim como para outras diversas bactérias, 

devido a componentes como compostos fenólicos, incluindo acubina, L-

asperulosida, alizarina, escopoletina e outras antraquinonas (CHAN-BLANCO 

et al, 2006). Resultados de atividade contra virus e fungos tambem já foram 

observados por Bushnell et al. (1950) e Locher et al. (1995). A avaliação do 

extrato de M. citrifolia contra Candida albicans revelou um excelente potencial 

contra este fungo (JAINCKITTIVONG et al, 2009). Mesia et al. (2008) 

encontraram concentração inibitória mínima contra Plasmodium falciparum, 

Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi maior do que 64 µg/mL.  

Além dos trabalhos já publicados, existem ainda aqueles mantidos 

sob propriedade intelectual. Atualmente existem 58 registros envolvendo a M. 

citrifolia no órgão oficial de patentes dos Estados Unidos, US Patent 

Trademarket Offic, 77 registros na União Européia e 5 patentes no Brasil, 

registradas no INPI, Instituto Nacional de Propriedade Industrial. 
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3 JUSTIFICATIVA 

As leishmanioses são endêmicas em grande parte do mundo 

constituindo um sério problema de saúde pública, principalmente agora em que 

cada vez mais tem sido registrado casos de cepas de Leishmania resistentes 

ao tratamento com os antimoniatos pentavalentes. Além disso, os próprios 

antimoniais, drogas de primeira escolha no tratamento contra leishmanises, 

provocam fortes efeitos colaterais, o que em alguns casos leva a interrupção do 

tratamento. Na Medicina Veterinária há um problema a mais, pois não é 

permitido o uso das drogas utilizadas em humanos em cães. A Morinda 

citrifolia, após vários estudos, tem demonstrado um grande potencial contra 

microorganismos, como bactérias, vírus e fungos, entretanto nenhum estudo 

contra Leishmania foi descrito. Portanto, devido à necessidade de novas 

formas de tratamento que induzam menos efeitos colaterais, e também como 

alternativa aos casos de resistência às drogas de eleição hoje utilizadas, o 

presente trabalho avaliou in vitro a ação leishmanicida e realizou o estudo 

fitoquímico do extrato bruto do fruto de M. citrifolia. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Realizar a caracterização fitoquímica e avaliar in vitro a atividade 

leishmanicida do extrato bruto do fruto de Morinda citrifolia. 

4.1 Objetivos específicos 

 Identificar as classes de constituintes químicos do extrato bruto do fruto 

de M. citrifolia; 

 avaliar a atividade do extrato bruto do fruto de M. citrifolia contra formas 

promastigota, amastigota axênico e amastigota intracelular de L. 

amazonensis; 

 avaliar a citotoxicidade do extrato bruto do fruto de M. citrifolia em cultura 

de células; 

 avaliar a ação leishmanicida do extrato bruto do fruto de M. citrifolia em 

cultura de células infectadas por L. amazonensis e; 

 avaliar as alterações ultraestruturais causadas pelo extrato bruto do fruto 

de M. citrifolia em formas promastigota de L. amazonensis. 
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5 MATERIAIS E MÉTODO 

5.1 Material vegetal 

5.1.1 Área de Coleta 

 Frutos de Morinda citrifolia foram coletados na Ilha de São Luís, 

Maranhão, Brasil (Figura 1). A ilha possui área de 1.455,1 km², à 2° ao Sul do 

Equador, nas coordenadas geográficas latitude S 2º31´ longitude W 44º16, 

estando à 24 metros acima do nível do mar. O tipo predominante de solo é o 

argissolo, composto por rochas sedimentares com formação na era cenozóica. 

O clima é tropical, quente e úmido. A temperatura mínima na maior parte do 

ano fica entre 20 e 23ºC e a máxima geralmente fica entre 29 e 32º C. A média 

pluviométrica é de 2.325 mm (LABMET, 2011). 

 

Figura 2 – Localização geográfica da ilha de São Luís.       Fonte: Google Maps. 

 A coleta foi realizada em novembro de 2010, no período da estação 

seca, com índice médio de precipitação de 10,5 mm e temperatura média de 

28ºC (WMO, 2010). Os frutos foram identificados e submetidos à classificação 

botânica realizada pela Professora Ana Maria Maciel Leite, no Herbário 
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Professor Adalberto Freire Borralho, do Departamento de Biologia da 

Universidade Estadual do Maranhão – UEMA. A exsicata foi depositada no 

Herbário sob o número 2000346. 

5.1.2 Preparo do extrato de M. citrifolia 

 No laboratório, os frutos foram lavados com água destilada, secos 

com papel toalha e acondicionados em frasco de vidro estéril por dois a três 

dias para que o sumo fosse liberado pelo fruto. O sumo do fruto foi então 

coletado e centrifugado duas vezes a 4000 rpm por 15 minutos. O 

sobrenadante foi liofilizado e o pó mantido a 4ºC. Para a utilização, o liofilizado 

foi diluído em PBS nas concentrações de uso e essa solução foi filtrada em 

membrana Millipore® de 0,22 µm (JAINKITTIVONG et al. 2009). 

5.2 Análise fitoquímica 

 Para análise de principais classes químicas de metabólitos especiais, 

amostra do extrato foi submetida a análise fitoquímica preliminar segundo as 

técnicas adaptadas de Costa (1982) e Matos (1997). 

 5.2.1 Preparo das amostras para análise dos metabólitos 

especiais 

 Aproximadamente 100 mg do extrato do fruto de M. citrifolia foram 

solubilizados em 5 mL de MeOH e usados para identificação de antraquinonas, 

flavonóides, alcalóides, triterpenóides e esteróides, saponinas, cumarinas, 

compostos fenólicos, taninos, antocianidinas e chalconas. A composição dos 

reagentes utilizados no estudo fitoquímico encontra-se no Anexo A. 

 5.2.2 Antraquinonas 

 Em uma placa de 96 poços, 150 µL da amostra do extrato foram 

colocados em três poços e adicionado 50 µL de NaOH 0,5M. O aparecimento 

de coloração vermelha indica a presença de antraquinonas. 
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 5.2.3 Flavonóides 

 A amostra foi gotejada em tira de papel de filtro e em seguida 

adicionado solução 5% de AlCl3. O aparecimento de fluorescência de cor 

amarela sob luz UV 365 nm indica a presença de flavonóides. 

 5.2.4 Alcalóides 

 Em uma placa de 96 poços, 150 µL da amostra foram pipetados em 

3 poços e adicionados 50 µL de Reativos de Mayer, Bouchardat e de Hager. O 

aparecimento de precipitado ou turvação branca indica a presença de 

alcalóides. 

 5.2.5 Triterpenóides e esteróides 

 Em uma placa de 96 poços, foram pipetados em um poço 150 µL da 

amostra. Em seguida, foi adicionada 1 gota de anidrido acético e 2 gotas de 

ácido sulfúrico concentrado. O aparecimento de cor azul-esverdeada indica a 

presença de esteróides e a cor vermelha, presença de triterpenóides. 

 5.2.6 Saponinas 

 Em três tubos de ensaio foi colocado 1 ml da amostra e 2 mL de 

água destilada. O tubo foi agitado vigorosamente por 30 segundos e colocado 

em repouso por 10 minutos. A presença de espuma com altura superior a 1 cm 

indica a presença de saponinas. 

 5.2.7 Cumarinas 

 A amostra foi gotejada em tira de papel de filtro e, em seguida, 

adicionada solução 10% de KOH. O aparecimento de fluorescência de cor 

azulada sob luz UV 365 nm indica a presença de cumarinas. 
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 5.2.8 Compostos fenólicos 

 A amostra foi gotejada em tira de papel de filtro e em seguida 

adicionado solução 5% de FeCl3. O aparecimento de mancha azul escura indica 

a presença de compostos fenólicos. 

 5.2.9 Taninos 

 Em um tubo de ensaio foi colocado 1 mL da amostra e gota a gota, 

foi adicionado uma solução de gelatina a 2,5%. A formação de precipitado 

branco indica a presença de taninos. 

 5.2.10 Antocianidinas e chalconas 

 Em três tubos de ensaio foi adicionado 1 mL da amostra. No tubo 1, 

foi adicionado HCl 0,5M até atingir pH 3,0. No segundo e no terceiro tubo foi 

adicionado NaOH 0,5M até atingir pH 8,0 e 11,0 respectivamente. O 

aparecimento de cor vermelha, lilás e azul-púrpura nos tubos 1, 2 e 3 

respectivamente, indica a presença de antocianidinas, enquanto a coloração 

vermelha nos tubos 1 e 3 é indicativo de chalconas. 

5.3 Cromatografia líquida de alta eficiência com detectores de arranjo de 

diodos e evaporativo de espalhamento de luz (CLAE-DAD-ELSD) 

 Para determinação do perfil cromatográfico foi utilizado o 

cromatógrafo líquido de alta eficiência Shimadzu LC, com gradiente, equipado 

com duas bombas LC-08, controlado por um módulo de interface 10A-CBM. Um 

injetor automático 10AVP e dois detectores, um detector de arranjos de diodo 

(DAD) SPD-M10A e o detector evaporativo de espalhamento de luz ELSD-LT, 

foram utilizados para análise dos extratos brutos. Os solventes foram filtrados 

por meio de um sistema Millipore® e a análise foi realizada em uma coluna de 

fase reversa LiChrospher Symmetry C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 µm). Foram 

dissolvidos 5,0 mg em 1,0 mL de água MiliQ e a amostra foi centrifugada antes 

de ser analisada. A fase móvel foi água (A) e metanol (B), com o seguinte 
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gradiente de composição: 100% (A) → 5% (B) por 9 minuto, 20% (B) por 10 

minutos, 30 % (B) por 10 minutos, 80% (B) por 10 minutos, 95% (B) por 5 

minutos, variando de 0 a 100% em B em 60 minutos. O cromatograma foi 

adquirido nos comprimentos de onda 240 e 360 nm. O volume de injeção da 

amostra foi de 10 µL. Um fluxo constante de 1 ml/min foi utilizado durante a 

análise, com amplitude de 200 a 500 nm. Solventes com grau CLAE e água 

bidestilada foram utilizados nos estudos cromatográficos. 

5.4 Cultura de Parasito 

 Formas promastigas de L. amazonensis (MHOM/BR/76/MA-76) 

foram mantidas em meio Schneider Insect (Sigma, USA) suplementado com 

10% de soro fetal bovino, penicilina (100 U/mL), a 26ºC em estufa BOD 

(ANEXO B). Formas amastigotas axenico foram obtidas através da 

transformação da forma promastigota em meio Schneider‘s Insect Medium 

(Sigma, USA) modificado, suplementado com 5% de soro fetal eqüino, 

penicilina (100U/mL) e pH 5,4 em estufa a 32ºC (TEIXEIRA et al., 2002). Para 

garantir a característica de infectividade, foram utilizadas somente culturas de 

promastigota com no máximo 10 passagens in vitro. 

5.5 Cultivo celular 

 Macrófagos da linhagem J774.G8 foram cultivados em frascos de 25 

cm² com meio Eagle Dulbecco modificado, DMEM (Sigma, USA), suplementado 

com 10% de soro fetal bovino, penicilina (10.000U/mL) e estreptomicina 

(10.000µg/mL) a 37 ºC e 5% de CO2. 

5.6 Atividade do extrato de M. citrifolia contra formas promastigotas 

 Para avaliação da atividade contra promastigota, 100 µL de cultura 

de formas promastigotas de L. amazonensis na fase log (1 x 106 parasitos/mL) 

cultivados em meio Schneider Insect foram pipetados para poços da placa de 

96 poços. Em cada poço com cultura foi adicionado 100 µL da solução de 

extrato de M. citrifolia nas concentrações 960–7,5 μg/mL e incubado em estufa 
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BOD a 26º C. Foram mantidos poços somente com parasito como controle. A 

viabilidade das formas promastigotas foi mensurada no final dos intervalos 24, 

48 e 72 horas através de ensaio colorimétrico MTT (FERREIRA et al, 2010). A 

cada poço foi adicionado volume correspondente a 10% do total de MTT, 20 

µL. Após 2 horas, em cada poço foi pipetado 50 µL de DMSO. A placa foi 

levada ao agitador de placas por 30 minutos e em seguida, foi realizada a 

leitura em leitor de ELISA com comprimento de onda de 540 nm. Cada 

experimento foi realizado em triplicata e com três repetições independentes. Os 

resultados foram expressos pela concentração inibitória do crescimento do 

parasito em 50% (IC50). Como drogas de referência foram utilizadas a 

Anfotericina B e o Glucantime®. 

5.7 Atividade do extrato de M. citrifolia contra formas amastigotas 

 Para avaliação da atividade contra amastigota, 100 µL cultura de 

amastigotas axenico de L. amazonensis obtidos da transformação de formas 

infectivas de promastigota (TEIXEIRA et al, 2002) foram pipetados para poços 

da placa de 96 poços. Em cada poço com amastigota foi adicionado 100 µL da 

solução de extrato de M. citrifolia nas concentrações 960–7,5 μg/mL. A placa foi 

mantida em estufa a 32 ºC. A viabilidade das formas amastigotas foi mensurada 

no final dos intervalos 24, 48 e 72 horas através de ensaio colorimétrico MTT 

(FERREIRA et al., 2010). Cada experimento foi realizado em triplicata e com 

três repetições independentes. Os resultados foram expressos pela 

concentração inibitória do crescimento do parasito em 50% (IC50). Anfotericina 

B e Glucantime® foram usados como drogas de referência. 

5.8 Atividade contra formas amastigotas intracelulares em macrófagos 

 Macrófagos J774.G8 foram cultivados em placas de 24 poços, 

contendo lamínulas, numa densidade de 105 células/poço, infectados com 

formas promastigotas de L. amazonensis em fase exponencial, em proporção 

10:1 (parasito/macrófago) e incubados a 37 ºC em 5% de CO2. Após 24 horas, 

cada poço foi lavado 3 vezes com PBS estéril para remoção dos parasitos não 
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internalizados. Posteriormente, foram adicionadas diferentes concentrações do 

extrato de M. citrifolia (480–30 μg/mL) nos poços em triplicata e incubados por 

24 horas. As lamínulas com as células aderidas foram lavadas 2 vezes em 

PBS, fixadas em solução de Bouin por 5 minutos, lavadas 2 vezes com álcool 

70%, por 30 minutos, para remoção do excesso do fixador e lavadas com água 

destilada. As lamínulas foram coradas pelo Giemsa por 50 minutos e lavadas 

em água destilada. Posteriormente foram desidratadas, diafanizadas, montadas 

e examinadas no microscópio de luz. Foram contados 100 macrófagos por poço 

para o cálculo da porcentagem do número de amastigotas. A porcentagem de 

inibição foi calculada usando a fórmula descrita por Guru et al. (1989).  

5.9 Ensaio de citotoxidade celular in vitro 

 A citotoxidade in vitro do extrato de M. citrifolia foi realizada através 

do ensaio colorimétrico baseado no conteúdo de proteína total. As células 

J774.G8 cultivadas em DMEM foram pipetadas para placas de 96 poços numa 

densidade de 104 células por 100µL. Após 24 horas de incubação a 37 ºC em 

5% CO2, o meio de cada poço foi retirado e adicionado meio sem suplemento 

com diferentes diluições do extrato de M. citrifolia e incubada novamente. Como 

controle, foram mantidos poços somente com células. Após o intervalo de 24 

horas, as culturas foram fixadas com ácido tricloroacético a 10% por 1 hora a 

4ºC, coradas por 30 minutos com solução 0,4% de sulforhodamina B (Sigma, 

USA) em 1% de ácido acético e em seguida lavadas com solução 1% de ácido 

acético. O SRB foi então solubilizado em 200µL de solução 10mM de tris-base 

não padronizada após agitação por 5 minutos e leitura com comprimento de 

onda de 540nm. A citotoxidade foi expressa em porcentagem, sendo 

determinada a CC50, concentração que inibe 50% do crescimento celular, com o 

programa GraphPad Prism 5. 

5.10 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

Para microscopia eletrônica de transmissão, formas promastigota de 

L. amazonensis foram tratadas com extrato bruto de M. citrifolia nas 
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concentrações 240, 120, 60, 30µg/mL por 24 horas. Após este período, foram 

fixadas com 2,5% de gluteraldeído (Sigma, USA) em solução tampão cacodilato 

0,1M, pH 7,2 overnight. Em seguida, foram lavadas 3 vezes com tampão 

cacodilato 0,1M e pós-fixadas com tetróxido de ósmio 1%, ferricianeto de 

potássio 0,8% e 5mM de cloreto de cálcio em tampão cacodilato 0,1M por 30 

minutos. Os parasitos pós-fixadas foram desidratados em acetona e 

emblocados em Epon. Cortes ultrafinos foram corados com acetato de uranila e 

citrato de chumbo e examinadas no microscópio de transmissão eletrônica 

JEM-1011 (JEOL, Japan). 

5.11 Análise estatística 

Os resultados numéricos foram expressos como média ± desvio 

padrão, sendo organizados em tabelas ou plotados em gráficos. Para as 

variáveis com distribuição paramétrica foi utilizada a análise de variância 

(ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey. As análises foram feitas com o 

software GraphPad Prism 5.0.4 (GraphPad Software Inc.). Em todas as 

análises, as diferenças foram consideradas significativas quando p <0,05. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Obtenção do extrato bruto liofilizado do fruto e prospecção 

fitoquímica 

O extrato resultante do processo de liberação natural de líquido do 

fruto maduro apresentou-se como um líquido de coloração marrom escuro, 

translúcido, de viscosidade média e odor bem mais suave do que a do fruto in 

natura. O pH verificado foi de 3,94. O liofilizado, de cor marrom e odor suave 

característico, apresentou-se como uma mistura amorfa altamente 

higroscópica. O rendimento médio do extrato, a partir do peso do fruto íntegro 

até o processo de liofilização, foi de 6,31%. 

Na Tabela 1 estão os resultados da prospecção fitoquímica 

realizados com o material liofilizado. 
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Tabela 1 – Prospecção fitoquímica do extrato bruto liofilizado do fruto de 
Morinda citrifolia. 

Classe de constituintes químicos Reações Resultados* 

Antraquinonas NaOH + 

Flavonóides AlCl3 + 

Alcalóides Mayer + 

Bouchardat + 

Hager + 

Triterpenos e esteróides Anidrido acético e 

ácido sulfúrico 

+ 

Saponinas Índice de espuma + 

Cumarinas KOH + 

Substâncias fenólicas FeCl3 + 

Taninos Gelatina + 

Antocianidinas HCl + 

NaOH + 

Chalconas HCl + 

NaOH - 

*: (+) presença; (-) ausência. 
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6.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-DAD-ELSD) 

Os perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD-ELSD do extrato 

bruto liofilizado do fruto de M. citrifolia encontram-se representados nas figuras 

3 e 4 (DAD) e na figura 5 (ELSD). Os dados de tempo de retenção, área e área 

percentual dos sinais dos cromatogramas 3, 4 e 5 encontram-se nos Apêndices 

A, B e C. As figuras 6 e 7 apresentam os espectros na região do UV dos sinais 

presentes nos cromatogramas obtidos pelo DAD.  

 

 

 

 
Figura 3 – Cromatograma do extrato bruto liofilizado do fruto de M. citrifolia 
dissolvido em água (5 mg.mL-1) obtido por CLAE-DAD monitorado no 
comprimento de onda de 240 nm. 
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Figura 4 – Cromatograma do extrato bruto liofilizado do fruto de M. citrifolia 
dissolvido em água (5 mg.mL-1) obtido por CLAE-DAD monitorado no 
comprimento de onda de 360 nm. 

 

 

 

Figura 5 – Cromatograma do extrato bruto liofilizado do fruto de M. citrifolia 
dissolvido em água (5 mg.mL-1) obtido por CLAE-ELSD. 
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Figura 6 – Espectros no UV relativos aos picos obtidos no cromatograma do 
extrato bruto do fruto de M citrifolia, λ: 240nm. Espectro A, relativo ao pico 1, tR 

= 3.53 minutos. Espectro B, relativo ao pico 2, tR = 4.65 minutos.Espectro C, 
relativo ao pico 3, tR = 6.17 minutos. Espectro D, relativo ao pico 4, tR = 7.68 
minutos. Espectro E, relativo ao pico 5, tR = 8.44 minutos. Espectro F, relativo 
ao pico 6, tR = 14.99 minutos. Espectro G, relativo ao pico 7, tR = 20.55 minutos. 
Espectro H, relativo ao pico 8, tR = 22.04 minutos. Espectro I, relativo ao pico 9, 
tR = 27.61 minutos. Espectro J, relativo ao pico 10, tR = 28.38 minutos. 
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Figura 7 – Espectros no UV relativos aos picos obtidos nos 
cromatogramas do extrato bruto do fruto de M citrifolia. (A-C) comprimento de 
onda 240 nm. (D-E) comprimento de onda 360 nm. Espectro A, relativo ao pico 
11, tR = 30.27 minutos. Espectro B, relativo ao pico 12, tR = 36.66 minutos. 
Espectro C, relativo ao pico 13, tR = 46.30 minutos. Espectro D, relativo ao pico 
3, tR = 16.53 minutos. Espectro E, relativo ao pico 11, tR = 17.97 minutos. 
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6.3 Atividade do extrato de M. citrifolia contra promastigota, amastigota 

axênico e amastigota intracelular 

A atividade leishmanicida contra promastigota e amastigota axênico 

foi realizada por meio do ensaio colorimétrico baseado na redução do MTT. A 

atividade do extrato nos tempos de 24, 48 e 72 horas, encontra-se 

representada nas figuras 8 e 9. 

 

Figura 8 – Gráfico da inibição de formas promastigotas de L. amazonensis 
cultivadas em meio Schneider, a 26ºC, e tratadas com extrato bruto do fruto de 
M. citrifolia nas concentrações de 7,5 a 960 µg/mL. Os valores representam a 
média ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados em 
triplicata. 
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Figura 9 – Gráfico da inibição de formas amastigotas axenico de L. 
amazonensis cultivadas em meio Schneider‘s Insect modificado, a 32ºC, e 
tratadas com extrato bruto do fruto de M. citrifolia nas concentrações de 7,5 a 
960 µg/mL. Os valores representam a média ± desvio padrão de três 
experimentos independentes realizados em triplicata. 

 

O efeito do extrato bruto do fruto de M citrifolia sobre as formas 

promastigota e amastigota de L. amazonensis foi monitorado durante três dias 

consecutivos. Observando as figuras 8 e 9, é possível verificar que os 

resultados de inibição de crescimento não diferem de maneira estatisticamente 

de significativa quanto ao tempo de tratamento para nenhuma das formas. 

O extrato produziu uma redução dose-dependente na proliferação do 

parasito, com inibição do crescimento de 50 % das formas promastigotas de 

275,3µg/mL e da formas amastigotas axenico de 214,9µg/mL (Tabela 2). Entre 

as drogas de referência utilizadas, o Glucantime® provocou a redução de 50% 

do número de promastigotas viáveis a uma concentração de 199,5 µg/mL, 

enquanto o mesmo resultado foi obtido com 3,36 µg/mL da Anfotericina B, 

coforme mostra a Tabela 2. 
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Tabela 2 – Concentração inibitória de 50% do extrato bruto do fruto de M. 
citrifolia, Glucantime® e Anfotericina B em formas promastigota e amastigota 
axênico de L. amazonensis após 72 horas de tratamento. 

Compostos 

Formas 

promastigota 

µg/mL 

amastigota axenico 
µg/mL 

Extrato fruto M. citrifolia 275,3 ± 0.037 214,9 ± 0,090 

Glucantime® 199,5 ± 0,371 173,9 ± 0,097 

Anfotericina B 3,3 ± 0,422 3,0 ± 0,265 

Os valores representam média ± desvio padrão. 

 

A atividade leishmanicida do extrato em culturas de macrófagos 

infectados com L. amazonensis, assim como em promastigotas e amastigotas 

axênicos, é dose-dependente, como mostra a Figura 10. Em 24 horas de 

tratamento das células infectadas, a concentração inibitória de 50% dos 

parasitas internalizados foi de 208,4µg/mL. 
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Figura 10 – Gráfico do efeito do extrato bruto do fruto de M. citrifolia em 
amastigotas de L. amazonensis internalizadas em macrófagos de linhagem 
J774.G8. Comparação com o grupo controle pelo teste de Tukey. *p<0,01; 
**p.<0,001. 

 

6.4 Citotoxicidade celular in vitro 

Foram realizados testes de citotoxicidade celular in vitro com 

macrófagos de linhagem J774.G8 por meio do ensaio colorimétrico 

Sulforhodamina B. O período de contato entre as células e o extrato bruto do 

fruto de M. citrifolia foi de 24 horas. Foram realizados cinco experimentos 

independentes em triplicata e em todos não foi observada ação citotóxica nas 

concentrações analisadas (2000 – 3,9µg/mL). Dessa forma, não foi possível 

determinar o valor da CC50. 
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6.5 Microscopia eletrônica de transmissão 

A análise da microscopia eletrônica de transmissão das formas 

promastigotas de L. amazonensis tratadas e não tratadas com o extrato bruto 

do fruto de M. citrifolia foi realizada para determinar as mudanças 

ultraestruturais causadas pelo extrato. As concentrações de extrato utilizadas 

foram de 240, 120, 60, 30µg/mL. As fotomicrografias das formas promastigotas 

mostram o grau dos danos após 24 horas de tratamento, e estão 

representadas nas figuras 11 12 e 13. 

Na concentração de 30µg/mL, a forma promastigota apresenta em 

seu citoplasma vacúolos, alguns com região elétron-densa em sua delimitação 

(Figura 11 B). Com o tratamento de 60µg/mL foi observada a presença de 

vacúolos no citoplasma das formas promastigotas, além de vesículas na bolsa 

flagelar (Figura 11 C) e dilatação da membrana nuclear externa (Figura 11 D). 

Com 120µg/mL do extrato observam-se mais vacúolos no citoplasma, vesículas 

na bolsa flagelar e algumas estruturas elétron-densas de grande volume 

presentes no citoplasma (Figura 12 A e 12 B). O aumento da concentração do 

extrato para 240µg/mL provocou aumento considerável do número de vacúolos 

(Figura 13 A). As estruturas elétron-densas, de grande volume, também 

aumentaram de número (Figura 13 B), sendo encontradas também junto ao 

complexo de Golgi (Figura 13 C). A bolsa flagelar aumentada de volume 

apresentou material membranoso e elétron-denso em seu interior (Figura 13 

D). 

Não foram observadas alterações no núcleo, na mitocôndria, no 

cinetoplasto e no flagelo, assim como nos microtúbulos subpelicuares. Os 

parasitos sem tratamento também apresentaram a morfologia normal (Figura 

11 A). 
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Figura 11 – Efeito do extrato bruto do fruto de M. citrifolia na ultraestrutura de 
formas promastigotas de L. amazonensis cultivadas em meio Schneider e 
incubadas durante 24 horas a 26ºC em diferentes concentrações do extrato; 
(A) promastigota do grupo controle com corpo alongado característico e 
morfologia normal; (B-D) promastigotas tratadas com extrato do fruto de M. 
citrifolia nas concentrações 30 µg/mL (B), 60 µg/mL (C) e 120 µg/mL (D). (B) 
Vacúolos atípicos (setas menores) e vacúolo com região elétron-densa em seu 
interior (seta maior) presentes no citoplasma. (C) Vacúolos atípicos no 
citoplasma (setas), membrana externa nuclear dilatada com material granular 
(cabeça de seta), aumento mostrando membranas e vesícuas no interior da 
bolsa flagelar (inserção). (D) Detalhe de membrana nuclear externa dilatada 
com presença de material granular (cabeça de seta) e vacúolos no citoplasma 
(setas). k – cinetoplasto, m – mitocôndria, n – núcleo, bf –bolsa flagelar. 
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Figura 12 - Efeito do extrato bruto do fruto de M. citrifolia na ultraestrutura de 
formas promastigotas de L. amazonensis cultivadas em meio Schneider e 
incubadas durante 24 horas a 26ºC em diferentes concentrações do extrato; 
(A-B) promastigotas de L. amazonensis tratadas com extrato de M. citrifolia na 
concentração de 120 µg/mL. (A) Vacúolos atípicos (setas maiores); e estrutura 
elétron-densa no citoplasma (seta menor); bolsa flagelar com aumento de 
volume, membranas e estrutura elétron-densa em seu interior (cabeça de seta). 
(B) Detalhe de vesícula presente na bolsa flagelar (cabeça de seta), retículo 
endoplasmático (seta maior) e vacúolo próximo a bolsa flagelar (seta menor). m 
– mitocôndria, f – flagelo. 
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Figura 13 – Efeito do extrato bruto do fruto de M. citrifolia na 
ultraestrutura de formas promastigotas de L. amazonensis cultivadas em meio 
Schneider e incubadas durante 24 horas a 26ºC em diferentes concentrações 
do extrato; (A-D) promastigotas de L. amazonensis tratadas com extrato de M. 
citrifolia na concentração de 240 µg/mL. (A) Vacúolos presentes no citopasma 
(setas). (B) Estruturas elétron-densas presentes no citoplasma (setas). (C) 
Estrutura elétron-densa (seta maior) e Complexo de Golgi (seta menor). (D) 
Aumento de volume da bolsa flagelar com membranas em seu interior (seta). k 
– cinetoplasto, m – mitocôndria, n – núcleo, bf –bolsa flagelar. 
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7 DISCUSSÃO 

Na busca de novos tratamentos para leishmaniose, a pesquisa de 

substâncias ativas presentes em extratos vegetais tem se mostrado bastante 

promissora. A M. citrifolia possui conhecidas propriedades antiinflamatórias, 

antitumorais e antioxidantes, e também apresenta bom desempenho frente a 

microorganismos, apresentando ação bactericida, antiviral e fungicida. Estas 

propriedades são determinadas pela presença de substâncias ativas que 

também podem apresentar atividade leishmanicida, o que nos levou a 

pesquisar a ação anti-leishmânia do extrato bruto de M. citrifolia. 

Na prospecção fitoquímica preliminar foram identificadas as 

principais classes de constituintes químicos presentes no extrato bruto do fruto 

de M. citrifolia. Apesar das reações das análises fitoquímicas apresentarem 

inúmeras interferências, constituindo-se uma análise de triagem, os resultados 

confirmaram a presença de substâncias no extrato que já foram descritas na 

literatura (LEVAND & LARSON, 1979; LAVAUT & LAVAUT, 2003; YANG et al., 

2010). 

O extrato de M. citrifolia possui diferentes constituintes químicos 

conhecidos, e dentre estes estão substâncias com absorção na região do UV e 

outras com pouca ou nenhuma absorção no UV (terpenos e alguns 

polissacarídeos). Dessa forma, foi utilizada a cromatografia líquida de alta 

eficiência com detector de arranjos de diodo e detector evaporativo de 

espalhamento de luz, para a identificação dos constituintes majoritários do 

extrato. 

A cromatografia líquida com detector de arranjo de diodos é cada 

vez mais empregada e cumpre bem as funções de caracterizar por meio do 

espectro UV característico a classe química de alguns componentes da 

amostras. No caso do detector evaporativo de espalhamento de luz não há 

necessidade de constituintes cromóforos, respondendo com eficiência ao fluxo 

de massa dos analitos não voláteis. Esse detector pode fornecer informações 
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de componentes da amostra que os detectores de UV perdem, e mostrar uma 

maior precisão do perfil da abundância relativa de um componente (SOARES, 

2001). 

Comparando o perfil cromatográfico obtido com o detector 

evaporativo de espalhamento de luz e os obtidos com o DAD, nas mesmas 

condições de eluição, foi verificada a presença de sinais de melhor 

sensibilidade no primeiro do que no segundo indicando a presença de 

substâncias com baixa absorção na região do UV. De acordo com o descrito na 

literatura, os primeiros sinais podem estar relacionados aos polissacarídeos 

presentes nessa espécie botânica e aos quais foram atribuídas várias 

atividades farmacológicas (WANG, et al., 2009) Os demais podem estar 

associados a terpenos sem conjugação ou baixa absorção no UV. A 

intensidade dos sinais, com alta área relativa, mostrou que a massa dessas 

substâncias presentes no extrato bruto é representativa, assim como a 

importância do uso de mais de um detector na elaboração do perfil 

cromatográfico de extratos de produtos naturais ativos.  

A classificação dos espectros de acordo com a classe química foi 

realizada de acordo com Mabry et al. (1970). De acordo com os 

cromatogramas, na região UV, as substâncias majoritárias apresentaram 

espectros característicos de constituintes aromáticos e fenólicos. Os sinais 

menos intensos foram associados por meio de seus espectros característicos a 

flavonóides e antraquinonas. 

Estudos anteriores já revelaram a atividade leishmanicida de 

alcalóides, como a voacangina e coronaridina (SOARES, et al., 2007); 

antraquinonas e cumarinas (FERREIRA et al, 2010), e terpenos (ARRUDA et 

al., 2009). Em taninos, observa-se atividade principalmente sobre macrófagos 

infectados, no qual 67 taninos foram avaliados com IC50 variando de 1 a 250 

µg/mL (KOLODZIEJ & KINDERLEN, 2005). 
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A presença dessas substâncias demonstra o provável potencial 

químico do extrato frente a protozoários como os do gênero Leishmania. Este 

potencial foi comprovado por meio dos ensaios in vitro de atividade 

leishmanicida do extrato bruto do fruto de M. citrifolia contra L. amazonensis. 

Foram realizados ensaios contra promastigota, amastigota axênico e 

amastigota intracelular. 

Os ensaios in vitro de atividade contra promastigota e amastigota 

axênico, foram realizados por meio do ensaio colorimétrico baseado na 

redução do MTT, inicialmente descrito por Mosmann (1983). Este ensaio, 

amplamente utilizado para determinação da viabilidade de células, tem sua 

metodologia confirmada pela literatura como a mais adequada para a avaliação 

da atividade antiparasitária de medicamentos, substituindo a tradicional 

contagem manual baseada na motilidade dos parasitos (FERREIRA, et al, 

2010; GUPTA et al., 2010). 

O MTT é um sal tetrazólico de cor amarelo ouro que, quando 

incubado com células vivas, é reduzido pela enzima succinato desidrogenase 

presente nas mitocôndrias, formando cristais de formazan. Estes cristais de cor 

violeta e baixa solubilidade são posteriormente solubilizados pela adição de 

DMSO. A variação de coloração é diretamente proporcional a atividade 

mitocondrial, e é medida em leitor de ELISA, o que o torna um método 

colorimétrico rápido e sensível (MOSMANN, 1983). 

A atividade contra formas promastigotas do extrato bruto do fruto de 

M citrifolia revelou IC50 de 275,3µg/mL para tratamento de 72 horas. Os valores 

são elevados quando comparados com os da Anfotericina B, que apresentou 

mesma atividade com 3,3 µg/mL para promastigota. Entretanto, este resultado 

é comparável ao resultado obtido com o Glucantime®, que apresentou IC50 de 

199,5 µg/mL. 

Considerando-se que a substância analisada é um extrato bruto de 

fruto, com os compostos ativos juntos a um grande número de componentes 
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inativos, os valores são considerados razoáveis, quando comparados com 

outros extratos brutos. O extrato bruto do fruto de Momordica charantia, o 

popular melão-de-são-caetano, por exemplo, um dos poucos extratos brutos de 

fruto avaliados contra leishmânia, em estudo realizado por Gupta et al. (2010) 

na Índia, apresentou concentração inibitória in vitro de 50% das formas 

promastigotas de L. donovani de 600 µg/mL. 

Os resultados da atividade leishmanicida para as formas 

amastigotas axênico, obtidas a partir da transformação de cultivo de 

promastigotas, apresentaram valores menores que os resultados contra 

promastigota, tanto pra o extrato como para as drogas de referência. 

As diferenças entre as formas promastigota e amastigota não são 

apenas morfológica. Estudos mostram que há diferenças metabólicas entre as 

duas formas. As formas amastigotas, quando mantidas em cultivo in vitro, 

apresentam consumo maior de ácidos graxos do meio de cultura do que as 

promastigotas na fase logarítmica de crescimento (BERMAN, 1998). Essas 

diferenças entre as formas podem explicar o motivo de determinadas 

substâncias serem mais ativas contra uma forma e menos ativa contra outra. 

Embora a atividade leishmanicida in vitro contra formas 

promastigotas seja utilizada por muitos pesquisadores como um ensaio de 

triagem para a busca de novas drogas para o tratamento da leishmaniose, o 

resultado positivo obtido neste teste não pode ser considerado como único 

indicativo de ação da droga. É necessário que esta seja ativa principalmente 

contra as formas amastigotas, e mesmo apresentando atividade em cultivo 

axenico de formas amastigotas in vitro, a eficácia da droga ainda não está 

garantida. As formas amastigotas encontram-se nos vacúolos parasitóforos de 

macrófagos infectados, e a droga só será eficaz contra Leishmania spp se for 

capaz de atravessar a membrana da célula hospedeira e atuar sobre a 

amastigota no interior do vacúolo. Dessa forma, o ensaio de atividade contra 
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amastigota intracelular é a forma mais eficaz de relacionar a atividade in vitro 

de uma possível substância com a sua efetividade no tratamento in vivo. 

Para avaliar a atividade do extrato bruto do fruto de M. citrifolia em 

amastigotas intracelulares, macrófagos infectados com L. amazonensis foram 

tratados por 24 horas com diferentes concentrações do extrato com os 

resultados representados na Figura 10. Observa-se um aumento da atividade 

do extrato contra amastigota intracelular, com valor de IC50, para 208.4µg/mL.  

A diferença de atividade contra culturas puras de formas de 

leishmânias para culturas mistas com formas intracelulares pode estar 

associada a vários aspectos, mas principalmente ao mecanismo de ação da 

substância em estudo, que pode ser por ação direta no parasito ou por ação 

indireta, através da ativação de mecanismos celulares. 

Para agir diretamente no parasito, algumas substâncias precisam 

ser concentradas pelo macrófago, por apresentarem baixa atividade contra 

formas promastigotas. Outras, para se tornarem ativas, precisam ser 

metabolizadas pelo hospedeiro antes de atuarem no parasito. Estas 

substâncias são conhecidas como pró-drogas. Um exemplo clássico de pró-

droga são os antimoniais pentavalentes, que para se tornarem ativos precisam 

entrar na célula do hospedeiro, ser convertidos em antimoniais trivalentes, 

cruzarem a membrana fagolisossômica, para somente então atuarem sobre as 

formas amastigotas (SILVA et al., 2008). 

Uma droga pode agir ainda de forma indireta, por meio de 

mecanismos de ativação de macrófagos, como aumento de produção de 

citocinas, principalmente INF-γ, e aumento da liberação de óxido nítrico. O NO 

possui um potente efeito microbicida enquanto o INF-γ é considerado a 

principal citocina que participa da resposta imunológica do hospedeiro contra 

as leishmânias, ativando mecanismos microbicidas dependentes e 

independentes de oxigênio. 
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O papel imunomodulador da M citrifolia foi demonstrado por diversos 

trabalhos, como pela diminuição da produção de IL-4 e aumento da produção 

de INF-γ, TNF-α, IL-1β e NO (HIRAZUMI & FURUSAWA, 1999; PALU et al., 

2008b).Componentes do extrato bruto identificados pelo estudo fitoquímico 

também indicaram a presença de substâncias imunomoduladoras como os 

taninos, que demonstraram atividade sobre as formas amastigotas em 

macrófagos com estimulação da produção de NO, IL-1, IL-12, INF-γ e TNF-α 

(KOLODZIEJ & KINDERLEN, 2005). 

Os resultados da atividade contra promastigota, e amastigota 

axênico revelam a ação direta do extrato bruto do fruto de M. citrifolia sobra o 

parasito. Contudo, os resultados excelentes obtidos na atividade contra 

amastigota intracelular, em conjunto com a presença da classe de substâncias 

imunomoduladoras identificadas no extrato por meio das análises fitoquímicas 

e cromatográficas, pode ser resultado da ação do extrato pela ativação de 

mecanismos de ativação de macrófagos, o que deve ser mais aprofundado em 

pesquisas posteriores. 

Para assegurar a seletividade do extrato do fruto de M. citrifolia em 

atuar apenas nas formas amastigotas intracelulares, sem causar danos à célula 

hospedeira, foi investigada a citotoxicidade em macrófagos de linhagem 

J774.G8 por meio do método da Sulforhodamina B. Este método colorimétrico, 

originalmente desenvolvido por Skehan et al. (1990), é baseado na 

quantificação de proteína total através da ligação eletrostática do cristal 

aniônico SRB com as proteínas celulares. 

Foram realizados cinco ensaios independentes em triplicata e não foi 

observada citotoxicidade nas concentrações analisadas demonstrando a baixa 

citotoxicidade do extrato bruto do fruto de M. citifolia. Este resultado indica que 

o extrato pode se difundir através das membranas biológicas e ser citotóxico 

apenas para os parasitos intracelulares, e não para a célula hospedeira. 
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A análise ultraestrutural revelou que a concentração de extrato de 

480 µg/mL, concentração inibitória de 50% das formas promastigotas para 24 

horas de tratamento, induziu a danos celulares severos que se traduzia 

principalmente em extravasamento de conteúdo citoplasmático, evidenciando 

que o extrato tem ação direta sobre os parasitos mesmo em baixa 

concentração. Na análise em microscópio invertido, observou-se que em 30 

minutos o extrato provocava paralisação flagelar, o que pode explicar as 

alterações ultraestruturais observadas no tratamento de 24 horas. 

A observação das formas promastigotas de L amazonensis tratadas 

com o extrato mostrou a intensa vacuolização do citoplasma, que se torna mais 

evidente com o aumento da concentração. Alterações estruturais similares 

também foram descritas em Trypanossoma cruzi e L. amazonensis tratados 

com óleos essenciais (OLIVEIRA et al., 2009). Nestes, os vacúolos estão 

associados a entrada de substâncias por difusão simples, provocada pelo 

aumento da permeabilidade da membrana provocada pelos compostos do óleo. 

A progressão das alterações ultraestruturais de acordo com o 

aumento da concentração da droga também foi descrita por Santin et al. 

(2009), que da mesma forma verificou a destruição do parasito em 

concentrações maiores. 

Em conjunto ao aumento do número de vacúolos, as promastigotas 

também apresentaram alterações em membranas internas, como a dilatação 

da membrana nuclear externa, e do complexo de Golgi, com estrutura elétron-

densa.  

Com o aumento da concentração do extrato, além dos vacúolos, 

observam-se numerosas e volumosas inclusões lipídicas citoplasmáticas, com 

conteúdo elétron-denso, delimitadas por uma camada simples de fosfolipídios. 

Estas inclusões podem ser resultado do acúmulo de precursores de lipídios 

devido a interferência direta de componentes do extrato sobre vias de 

biossíntese lipídica (OLIVEIRA et al., 2009).  
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Uma importante alteração nas promastigotas tratadas foi o aumento 

de tamanho da bolsa flagelar, com a presença de membranas, por vezes 

elétron-densas, e vesículas em seu interior. Brenzan et al., (2007) relataram 

alterações semelhantes ao avaliarem a atividade do extrato bruto e cumarinas 

de folhas de Calophyllum brasiliense contra L. amazonensis. Esses achados 

indicam uma intensa atividade exocítica na região da bolsa flagelar. Estas 

alterações também foram relatadas em formas promastigotas de L. 

amazonensis tratadas com inibidores de síntese de ergosterol como o 22-26 

azasterol (RODRIGUES et al., 2002). 

O aumento da atividade exocítica na região da bolsa flagelar pode 

ser o resultado da secreção de lipídios anormais, que se acumulam como 

conseqüência da ação da droga ou indicam um processo de exacerbação da 

produção de proteínas pelas células como tentativa de sobrevivência (TIUMAN 

et al., 2005). 
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8 CONCLUSÕES 

O extrato bruto do fruto de Morinda citrifolia produzido em São Luís 

apresentou rendimento de 6,31%. A prospecção fitoquímica preliminar mostrou 

que o extrato possui alcalóides, terpenos e esteróides, substâncias fenólicas, 

flavonóides, antraquinonas, saponinas cumarias, antocianidinas, chalconas e 

taninos. As análises cromatográficas permitiram identificar as substâncias 

fenólicas e aromáticas como substâncias majoritárias, e flavonóides e 

antraquinonas como minoritárias.  

O extrato demonstrou atividade contra formas promastigota 

(275,3µg/mL), amastigota axênico (214,9µg/mL) e amastigota intracelular 

(208,4µg/mL), apresentando melhor desempenho para esta última. 

A citotoxicidade avaliada frente a macrófagos de linhagem J774.G8 

revelou a baixa citotoxicidade do extrato. 

A análise da ultraestrutura das formas promastigotas de L. 

amazonensis, revelou como principais alterações morfológicas a vacuolização 

citoplasmática, a inclusão lipídica e o aumento da atividade exocítica das 

promastigotas tratadas com o extrato. 

Os resultados confirmam o efeito in vitro do extrato bruto do fruto de 

M. cirifolia em Leishmania amazonensis, abrindo perspectivas para futuros 

estudos. 
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS 

Realizar o fracionamento do extrato do fruto de M. citrifolia para 

obtenção de fração mais eficaz contra Leishmania spp. 

Identificar e caracterizar substâncias puras responsáveis pela 

atividade do extrato por meio de técnicas espectrométricas. 

Avaliar o efeito in vitro das frações e substâncias puras obtidas do 

extrato contra Leishmania spp. 

Avaliar a citotoxicidade das frações e substâncias puras obtidas do 

extrato em culturas de células in vitro. 

Avaliar o efeito do extrato bruto do fruto de M citrifolia sobre a 

produção de citocinas e NO em macrófagos e frente a Leishmania spp. 

Realizar o ensaio in vivo de atividade do extrato, frações e 

substâncias isoladas contra a Leishmania spp. 
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Apêndice A – Cromatograma do extrato bruto liofilizado do fruto de M. citrifolia 

dissolvido em água (5 mg.mL-1) obtido por CLAE-DAD monitorado no 

comprimento de onda de 240 nm, com os respectivos dados de tempo de 

retenção, área e área percentual dos sinais detectados. 
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Apêndice B – Cromatograma do extrato bruto liofilizado do fruto de M. citrifolia 

dissolvido em água (5 mg.mL-1) obtido por CLAE-DAD monitorado no 

comprimento de onda de 360 nm, com os respectivos dados de tempo de 

retenção, área e área percentual dos sinais detectados. 
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Apêndice C – Cromatograma do extrato bruto liofilizado do fruto de M. citrifolia 

dissolvido em água (5 mg.mL-1) obtido por CLAE-ELSD, com os respectivos 

dados de tempo de retenção, área e área percentual dos sinais detectados. 
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ANEXO A – Soluções e reagentes utilizados no estudo fitoquímico (COSTA, 

1983; MATOS, 1997). 

 
 
 
Solução de NaOH 0,5M 
 

• Hidróxido de sódio 20 g 
• Água destilada qsp 100 mL 

 
 
Solução de HCl 0,5M 
 

• Ácido clorídrico 1,544 mL 
• Água destilada qsp 100 mL 

 
 
Reativo de Mayer 
 

• Cloreto de mercúrio 1,35 g 
• Iodeto de potássio 5 g 
• Água destilada qsp 100 mL 

 
Misturar o cloreto de mercúrio com 60 mL de água; dissolver o iodeto de 
potássio em 20 mL de água; misturar as soluções e completar o volume para 
100 mL com água. Filtrar após completa homogeneização. 
 
 
Reativo de Bouchardat (Wagner)  
 

• Iodo 1 g 
• Iodeto de potássio 2 g 
• Água destilada qsp 100 mL 

 
 
Reativo de Hager 
 

• 2 g de ácido pícrico 
• Água destilada qsp 100 mL 

 
 
Hidróxido de potássio a 10% 
 

• Hidróxido de potássio 10 g 
• Água destilada qsp 100 mL 
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Cloreto férrico a 5% 
 

• Cloreto férrico 5 g 
• Água destilada qsp 100 mL 

 
 
Gelatina a 2,5% 
 

• Gelatina 2,5 g 
• Água destilada qsp 100 mL



 

 

 

 


