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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que atinge, principalmente, regides
tropicais e subtropicais, sendo considerada uma doenca endémica no Brasil Os
medicamentos disponiveis para o0 tratamento apresentam alta toxicidade,
administracdo parenteral e efeitos adversos significativos. A pesquisa e
desenvolvimento de novas opc¢des terapéuticas para a leishmaniose, realizada a partir
de produtos naturais, buscando melhor eficacia, menos efeitos adversos, um melhor
custo-beneficio e seja de facil administracdo, seria de grande inovagdo para o
tratamento da doenca. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antileishmania dos extratos dos frutos secos das seguintes espécies de
plantas presentes no cerrado: Cybistax antisyphilitica (Bignoniaceae), Jacaranda
cuspidifolia  (Bignoniaceae), Samanea tubulosa (Fabaceae) e Hymenaea
stigonocarpa (Fabaceae). Foram realizados ensaios colorimétricos de viabilidade com
formas promastigotas de Leishmania amazonensis e fibroblastos NIH/3T3 para
avaliacao da atividade antileishmania e sua seletividade. Observou-se que os extratos
de Cybistax antisyphilitica e Hymenaea stigonocarpa apresentaram o maior indice de
seletividade entre os extratos testados (2,4 e 2,1, respectivamente). Esse indice de
seletividade, apesar de baixo, indica a presenca de possiveis compostos ativos contra
Leishmania dentre os extratos testados, o que pode direcionar estudos futuros sobre
a composicdo quimica e atividades bioldgicas relacionadas a estas espécies.

Palavras-chave: leishmaniose, Leishmania amazonensis, produtos naturais,
Cybistax antisyphilitica, Hymenaea stigonocarpa



ABSTRACT

Leishmaniases are neglected diseases that mainly affects tropical and subtropical
regions and are considered an endemic disease in Brazil. The drugs available for
treatment are highly toxic, parenterally administered and have significant adverse
effects. The research and development of new therapeutic options for leishmaniasis,
based on natural products, seeking better efficacy, fewer adverse effects, a better
cost-benefit ratio and easy administration, would be a great innovation for the
treatment of the disease. The aim of this study was to evaluate the anti-leishmanial
activity of extracts from the dried fruits of the following plant species found in the
Cerrado: Cybistax antisyphilitica  (Bignoniaceae), Jacaranda cuspidifolia
(Bignoniaceae), Samanea tubulosa (Fabaceae) and Hymenaea stigonocarpa
(Fabaceae). Colorimetric viability assays were carried out with promastigote forms of
Leishmania amazonensis and NIH/3T3 fibroblasts to assess their anti-leishmanial
activity and selectivity. It was observed that the extracts of Cybistax antisyphilitica and
Hymenaea stigonocarpa showed the highest selectivity index among the extracts
tested (2.4 and 2.1, respectively). This selectivity index, although low, indicates the
presence of possible active compounds against Leishmania among the extracts
tested, which may lead to future studies on the chemical composition and biological
activities related to these species.

Keywords: leishmaniasis, Leishmania amazonensis, natural products, Cybistax
antisyphilitica, Hymenaea stigonocarpa.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses séo algumas das doencas mais negligenciadas do mundo,
gue seguem em ascensdo no Brasil, sendo consideradas doencas endémicas que
atingem, principalmente, regides tropicais e subtropicais, como parte do continente
americano, asiatico, europeu e africano. Estima-se que existam cerca de 1 bilhdo de
pessoas vivendo nessas areas com maior risco de contrair a infecgo e que ocorram
2 milhBes de novos casos por ano (OPAS, 2022). A doenca tem se alastrado por
paises que antes ndo apresentavam risco, sendo assim, € considerada um problema
de saude publica substancial (OPAS, 2022). Porém, ha uma deficiéncia de registros
oficiais dos casos, sendo dificil de avaliar os dados disponiveis e estabelecer padrdes
epidemioldgicos, 0 que torna complexo a ado¢cao de medidas de controle da doenca.

As leishmanioses sao causadas por diferentes tipos de protozoarios
pertencentes ao género Leishmania. Sdo divididas de acordo com os 6rgdos que
acometem, sendo a Leishmaniose Cutanea (LC) e a Leishmaniose mucocutanea
(LMC) que acomete a pele e as mucosas, e a Leishmaniose Visceral (LV), que
acomete principalmente o baco, figado e a medula 6ssea (NEVES, 2005 e LINDOSO,
2012).

Atualmente, o tratamento de primeira escolha para leishmaniose é realizado
com farmacos que apresentam efeitos adversos graves no coracao, rim, pancreas e
figado, além de ter alto custo e ser de dificil administracdo, sendo eles o antimonial
pentavalente (Glucantime®), anfotericina B e pentamidina. Sendo assim, este
trabalho visa a pesquisa de novos compostos com atividade antileishmania, realizada
a partir de testes de atividade antileishmania in vitro com extratos de plantas,
buscando menos efeitos adversos, um melhor custo-beneficio e que seja de facil
administracao, o que seria de grande inovagao para o tratamento da doenca.

Neste contexto, sabe-se que o cerrado brasileiro, em especial no Mato Grosso
do Sul, possui flora diversificada e rica em matéria prima para a pesquisa e
desenvolviemnto de novas alternativas de tratamento. As plantas cujos frutos secos
foram utilizados neste trabalho incluem Cybistax antisyphilitica (Bignoniaceae),
Jacaranda cuspidifolia (Bignoniaceae), Samanea tubulosa (Fabaceae) e Hymenaea

stigonocarpa (Fabaceae), conhecidas como Ipé-verde, Jacaranda, Sete cascas e
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Jatoba-do-cerrado, respectivamente. S&o plantas medicinais, ja utilizadas pela

populacéo da regido, tendo em suas composic¢des ativos farmacolégicos.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos biolégicos

As leishmanioses sdo doencas infecciosas transmitidas através da
hematofagia do inseto flebotomineo fémea da familia Psychodidade, subfamilia
Phlebotominae e espécie Lutzomyia, popularmente conhecidos como “mosquito-
palha”. O ciclo biolégico € realizado em dois hospedeiros, um vertebrado e o
invertebrado. Os hospedeiros vertebrados incluem uma variedade de mamiferos,
como humanos, roedores, cavalos, animais selvagens e répteis (MONTENER-
ANGOITE, 2023 e NEVES, 2005).

2.1.1 Ciclo no hospedeiro invertebrado

A infeccdo dos insetos ocorre quando a fémea pica o hospedeiro vertebrado e
juntamente com o sangue, ingere macrofagos infectados pela forma amastigota, que
se transformam em promastigota dentro do inseto, que apds rompido o macrofago e
em forma livre, se multiplicam por divisdo binaria (NEVES, 2005). Dependendo da
espécie do protozoario, a forma promastigota pode seguir por caminhos distintos. No
primeiro, as formas promastigotas migram para o intestino, onde ocorre a
transformacdo em paramastigotas, que ficam aderidas no epitélio intestinal através
de seus flagelos, continuando sua multiplicacdo. Em seguida, sdo transformadas
novamente na forma promastigota infectantes, onde seguem para a faringe do inseto
(NEVES, 2005; SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).

No segundo caminho, as formas promastigotas seguem para a regiao anterior
do estdbmago, onde ocorre a diferenciacdo em paramastigota, colonizando a faringe e
o esobfago do vetor. Entdo, sofrem nova transformacdo para a forma promastigota
metaciclica (NEVES, 2005; SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).

2.1.2 Ciclo no hospedeiro vertebrado
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A transmisséao ocorre durante o processo de hematofagismo do flebotomineo,
onde as formas promastigotas sao introduzidas pelo local da picada. A saliva do vetor
contém neuropeptideos que tem poder para causar uma supressao da resposta
imune do hospedeiro vertebrado, facilitando o processo de infeccdo. Dentro de 4 a 8
horas as formas promastigotas encontram-se no interior do vacuolo fagocitario dos
macrofagos (NEVES, 2005).

As formas promastigotas se transformam em amastigotas no interior do
macrofago, se multiplicando por divisbes binarias, até o citoplasma estar
completamente preenchido. Entdo, h4 o rompimento da membrana do macrofago,
liberando as formas amastigotas no tecido, causando o processo de inflamagéao. O
processo inflamatério varia de acordo com a resposta imune do hospedeiro
vertebrado e da espécie do parasita que foi transmitida, desencadeando diferentes
guadros clinicos (NEVES, 2005).

2.2 Leishmania (Leishmania) amazonensis

2.2.1 Epidemiologia

Subdividida em dois subgéneros: Leishmania e Viannia, totaliza mais de 20
espécies do protozodrio parasita, sendo que a leishmaniose tegumentar americana
(LTA), encontra-se de forma endémica em pelo menos 89 paises, sendo a maior
incidéncia nos paises da América como Brasil, Colémbia e Peru (OPAS, 2022). No
Brasil ha um alto nimero de casos, sobretudo em Mato Grosso do Sul, com a
transmissdo da doenca pelas espécies Leishmania (Viannia) brasiliensis e
Leishmania (Leishmania) amazonensis, que sao amplamente distribuidas no territorio
brasileiro (DORVAL et al., 2006 e NEVES, 2005).

Os principais vetores da Leishmania (L.) amazonensis séo: Lutzomyia
flaviscutellata, Lutzomyia reducta e Lutzomyia olmeca nociva, que tem habitos
noturnos e voos baixos, atingindo no maximo 1 metro do chdo. A transmissdo ocorre
com a inoculagéo, pela saliva do flebotomineo fémea, das formas promastigotas
metaciclicas, que se ligam aos macrofagos do hospedeiro vertebrado. No interior do
fagossoma, as formas promastigotas transformam-se em amastigotas que se

multiplicam por diviséo binéria, dando inicio a infeccdo (NEVES, 2005).



2.2.2 Formas clinicas da doenca

As formas clinicas da doenca sdo divididas em lesdes cutaneas, cutaneo
mucosas e por uma forma menos comum e de dificil tratamento, chamada de cutaneo
difusa anérgica. Sendo assim, a leishmaniose tegumentar americana € uma doenca
de evolugéo cronica, ndo contagiosa, sendo considerada uma das endemias de maior
importancia em saude publica no Brasil, devido a apresentagédo de estado clinico
grave e a dificuldade tanto no diagnostico quanto no tratamento dos enfermos
(DORVAL, 2006).

A leishmaniose cutanea (LC) é identificada pelo aparecimento de lesdes na
pele, que tém inicio no local da picada do vetor, onde foram inoculadas as formas
promastigotas infectantes (GONTIJO e CARVALHO, 2003). As primeiras lesdes
cutaneas levam de 2 semanas a 3 meses para aparecerem, podendo permanecer
como uma papula eritematosa ou progredir para um histiocitoma (nddulo). Porém, a
forma de apresentacdo das lesdes cutéaneas varia de acordo com o estado
imunolégico do paciente, podendo ser classificadas em nédulos, ulceracao inicial,
Ulcera estabilizada com lesdo-satélite e lesdo cicatrizada (NEVES, 2005;
SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021). As lesGes da leishmaniose mucocutanea ou
cutaneo-mucosa (LCM) séo consideradas uma forma tardia da doenca, ja que podem
ocorrer durante lesdo cutanea inicial ativa ou anos ap0s sua cicatrizacdo. Acomete
principalmente a mucosa nasal, comprometendo o0 septo, seguindo para a mucosa
oral, com possibilidade de deformidades permanentes. Esta relacionada a demora na
cicatrizacdo da lesdo primaria e tratamento inadequado (GONTIJO e CARVALHO,
2003).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) é uma forma clinica rara e grave, onde
nao ha uma boa resposta aos tratamentos medicamentosos. Ocorre em pacientes
com deficiéncia da resposta imune celular aos antigenos da Leishmania. Esta
condicdo inicia-se com lesédo Unica que progride para formacéo de placas infiltradas
e multiplas nodulac¢des que recobrem uma grande area cutanea (Ministério da Saude,
2010). As lesbes nao cicatrizam de forma espontanea. Ainda, esta forma de
leishmaniose, quando crbnica, pode causar osteomielite nas extremidades (méaos e

pés), levando a perda de substancias dsseas (SILVEIRA, 2009).
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2.3 Diagndéstico

O diagnéstico em fase inicial da leishmaniose tegumentar € de extrema
importancia para dar inicio ao tratamento adequado e controlar as complicacfes
dessa doenca, ja que essa forma de leishmaniose pode desencadear lesdes cutaneas
cronicas e desfigurantes. E realizado com base na regido geografica, analisando se
€ uma regido endémica ou nao, por exames clinicos e laboratoriais. Normalmente
associa-se mais de uma informagdo para poder chegar ao diagndstico correto
(NEVES, 2005; SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).

2.3.1 Diagnéstico clinico-epidemiolégico

O diagndstico leva em consideracdo dados epidemioldgicos, ou seja, saber se
a regiao do paciente € uma area endémica ou se ele esteve em locais que h& casos
de leishmaniose. Além disso, para o diagnéstico clinico é realizado a anamnese do
paciente, com avaliacdo das caracteristicas das lesbes (NEVES, 2005 e
VASCONCELOS, 2018). Somente a analise clinica ndo é suficiente, ja que ha
diversos tipos de manifesta¢gfes clinicas, como as lesfes cutaneas, lesbes muco
cuténeas e a forma cutanea difusa.

O diagnéstico diferencial deve ser feito, ja que doencas como tuberculose
cutanea, hanseniase, sifilis e neoplasias, podem ser confundidas com a leishmaniose
por conta das semelhancas entre as les6es. Sendo assim, o diagndstico laboratorial

€ imprescindivel para o diagnostico final (NEVES, 2005 e VASCONCELOQOS, 2018).

2.3.1 Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial € realizado por exame parasitolégico direto, através
de escarificagdo, impressao por aposi¢do ou aspirado por agulha fina para analise
histoldgica, testes soroldgicos pelo método de ELISA e o teste cutaneo com antigenos
de leishmania, conhecido como reacdo de Montenegro (MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

Na escarificacdo é feito uma raspagem superficial na borda da lesdo com a
utilizacdo de um bisturi. Com o material coletado, faz-se um esfregago em lamina que
€ levado para coloracdo (COSTA, 2000). A impressao por aposicao € realizada com

a coleta de uma parte do tecido da leséo, obtido por bidpsia, que é colocado sobre a
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lamina de vidro, fixado e corado. Em ambos os métodos, é utilizado a técnica de
coloracéo de Giemsa ou Leishman (ANDRADE, 2018).

O diagnéstico por histopatologia depende da identificacdo de amastigotas nas
amostras coletadas, porém, ndo confirmam qual a espécie do parasita encontrada.
N&o sdo considerados testes sensiveis, ja que para confirmacédo diagndstica por
esses métodos, as lesdes devem ser recentes e com cargas parasitarias altas.
Quanto mais antiga a lesdo, menor a probabilidade de se encontrar os parasitas na
derme (COSTA, 2000 e ANDRADE, 2018).

Para confirmacado da espécie do parasita, € utilizado o teste microbiologico de
cultivo para isolamento da forma promastigota, em meio de cultura NNN (Neal, Novy,
Nicolle) associado ao LIT (Liver Infusion Triptose) Esse método apresenta
sensibilidade reduzida, jA que as espécies de Leishmania apresentam crescimento
variavel, levando quase 30 dias para a obtencdo de quantidade suficiente de
promastigotas para investigacdo, jA que deve ser realizado trés repiques, com
intervalo de 10 dias entre um e outro (COSTA, 2000 e NEVES, 2005).

Um método que tem sido utilizado, € a pesquisa de DNA do parasita através
do método de PCR (reacdo em cadeia da polimerase), que apresentou alta
sensibilidade, permitindo identificar o género do agente etiologico. E realizado a partir
do material coletado para biopsia (NEVES, 2005; SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).

A reacdo de Montenegro € um teste imunoldgico, que apresenta alta
sensibilidade. E realizado a partir de uma reacdo de hipersensibilidade, onde é
inoculado, de forma intradérmica, o antigeno contendo promastigotas mortas. Nos
casos de resposta positiva, ocorre um processo de inflamacé&o no local, formando um
nodulo avermelhado (NEVES, 2005).

2.4 Tratamento

2.4.1 Antimonial Pentavalente

O farmaco de primeira escolha utilizado no Brasil € o Antimoniato-N-metil-
glucamina (Glucantime), disponibilizado pelo Sistema Unico de Saude (SUS). O
mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ndo foi esclarecido ainda, mas
sabe-se tem relacdo com a inibicdo da via glicolitica do parasita e a diminuicédo da
adenosina trifosfato (ATP). (COSTA, 2000 e VASCONCELOS, 2018).
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A dose recomendada pelo Ministério da Satde é de 10mg a 20mg Sb>*/Kg/dia,
para adultos e criangas, administrado via endovenosa ou intramuscular, por 20 dias
consecutivos para lesbes cutaneas e 30 dias para lesGes mucosas. Até a sexta
semana apo6s o fim do tratamento, as lesbes devem comecar 0 processo de
cicatrizacdo, sendo concluido ao fim do terceiro més. Caso isso ndo ocorra, a droga
de segunda escolha deve ser utilizada. (COSTA, 2000 e VASCONCELOS, 2018).

Esse medicamento apresenta alta toxicidade, tendo muitos efeitos adversos,
nao sendo recomendado para adultos maiores de 50 anos, que tenham cardiopatias,
nefropatias, hepatopatias e sejam portadores da doenca de Chagas. Nao deve ser
administrado para gestantes, pois o antiménio é abortivo. (COSTA, 2000; NEVES,
2005 e VASCONCELOS, 2018).

Os efeitos adversos variam entre mialgia, cefaleia, alteracdes gastrointestinais,
alteracdes eletrocardiograficas, aumento das enzimas pancreaticas e hepaticas,
insuficiéncia renal aguda. Ja foram relatados casos de pancreatite medicamentosa e
parto prematuro, ap6és o uso do medicamento em questdo. Sendo assim, o
acompanhamento do paciente deve ser rigoroso, analisando as alteracbes que o
paciente pode apresentar e, se hecessario, deve-se suspender o uso do medicamento
(SILVEIRA, 2003; RIGO, 2008 e VASCONCELOS, 2018).

2.4.2 Anfotericina B

A anfotericina B é o tratamento de segunda escolha para leishmaniose
cutanea, utilizada quando héa falha terapéutica com o antimonial ou na impossibilidade
do uso. Anfotericina B interage com o ergosterol, que constitui o principal esterol da
membrana plasmatica do microrganismo, alterando a permeabilidade da membrana
(GONCALVES, 2011). E o tratamento de primeira escolha para pacientes
imunossuprimidos e em gestantes, pois seu poder teratogénico esta em categoria B.
Deve ser realizando o acompanhamento da paciente e feto (FERREIRA, 2016). A
administracao é feita com o paciente hospitalizado, na dose de 1mg/Kg/dia, por via
endovenosa, em dias alternados, respeitando o limite de 50mg por aplicagao.
(PELISSARI, 2011)

Seus efeitos adversos sdo febres, tremores, nauseas, hipotensao,
tromboflebite, anemia, hepatite, hipocalessemia, alteracbes cardiacas e

nefrotoxicidade. Deve-se avaliar a funcao renal, cardiaca do paciente uma vez por
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semana, sendo que em idosos a avaliacéo é feita duas vezes por semana. Deve ser
realizado também, a dosagem de K+ sérico, fazendo a reposicdo quando houver
necessidade (COSTA, 2001; CARVALHO, 2011; MANN et al., 2021)

2.4.3 Pentamidina

Também considerado como tratamento de segunda escolha, as pentamidinas
pertencem ao grupo das diamidinas aromaticas. Seu mecanismo de acao ainda nao
foi esclarecido, mas € de conhecimento que o ativo induz altera¢Bes estruturais nas
mitocondrias do parasito, atingindo o cinetoplasto, inibindo a transformacéo de
amastigota em promastigota (LINDOSO, 2012 e SAMPAIO, 2013).

Podem ser administradas de forma endovenosa ou intramuscular, em dose
diaria de 4mg/Kg/dia, de 2 em 2 dias, ndo ultrapassando a dose total de 2g. O
medicamento apresenta acdo no metabolismo da glicose, sendo assim, podem
ocorrer crises de hipoglicemia, seguida de hiperglicemia quando feito o uso.
Recomenda-se que o paciente se alimente antes da administracdo do medicamento
e permanec¢a em repouso por 15 minutos ao fim (SAMPAIO, 2013).

As reac0Oes de toxicidade da pentamidina incluem apneia, taquicardia, tontura,
cefaleia, vOmitos, hipoglicemia, hiperglicemia, alteracdes cardioldégicas e
nefrotoxicidade. A manifestacdo de diabetes mellitus pode ocorrer, ja que o efeito é
acumulativo e dose-dependente (COSTA,1993; MANN et al., 2021; SAMPAIO, 2013).

2.5 Busca de novas alternativas de tratamento

Todos os tratamentos disponiveis para a Leishmaniose Tegumentar
Americana apresentam inumeros efeitos colaterais, com alta toxicidade. Além disso,
0s medicamentos apresentam alto custo, sédo de dificil administragéo, ja que todos
devem ser realizados por um profissional da saude ou em ambito hospitalar. Sendo
assim, o estudo de plantas medicinais, vem sendo reconhecido como um dos
melhores caminhos para a descoberta de novos ativos que tenham funcgao
farmacoldgica. Portanto, a pesquisa de plantas que possuem atividade
antileishmania, preferencialmente com numero menor de efeitos colaterais, com
administracdo facilitada, indice terapéutico elevado e que apresentem um custo-
beneficio melhor, pode ser de grande importancia para o desenvolvimento de um

novo medicamento, visando o bem-estar do paciente (MANN et al., 2021).
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2.6 Plantas do cerrado testadas parainibicdo da atividade do parasita

2.6.1 Cybistax antisyphilitica (Bignoniaceae)

Conhecida popularmente como Ipé-verde, é uma planta com aspecto arbéreo,
sendo de pequeno porte, muito encontrada nas areas abertas do Cerrado. Suas
cascas e folhas sdo utilizadas para fins medicinais, pois apresentam ativos
farmacoldgicos com acdo anti-inflamatéria, larvicida, analgésica, anticoagulante,
antissifilitica e antiepiléptica (LORENZI, 2001 e GONCALVES, 2022)

Foi identificado o composto 2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil) -1,4- naftoquinona
conhecido como lapachol, que possui acéo larvicida em combate a larvas de Aedes
aegypti com trés dias de vida. Além disso, possuem flavonodides, saponinas e
alcal6ides em sua composi¢cdo (GONCALVES, 2022).

2.6.2 Jacaranda cuspidifolia (Bignoniaceae)

Caracterizada como arvore de médio porte, conhecida como jacaranda, € uma
planta considerada ornamental pela presenca de suas flores roxas. E amplamente
utilizada pela populacdo do cerrado para o tratamento de infeccbes e para febre
(ARRUDA, 2012). Sua raiz é utilizada no tratamento da sarna e suas folhas sdo
utilizadas para producdo de inseticidas caseiros. E utilizada em infeccdes
bacterianas, como sifilis e tuberculose, ja que possui metabdlitos ativos com acao
antimicobacteriana. Apresentam em sua composicao taninos, flavonoides, terpenos,
cumarinas e esteroides, que justiicam a acdo farmacolégica desta planta

(FERNANDES, 2021).

2.6.3 Samanea tubulosa (Fabaceae)

Com nome popular de sete cascas, € uma espécie nativa do pantanal e
Amazonia, sendo uma planta cultivada com propdésitos ornamentais. Tem importancia
econOmica, j& que em alguns paises é utilizado os frutos para producgéo de farinhas
para alimentacdo de animais, como vacas, cabras e galinhas, pelo alto teor proteico
presente nesta planta (SALES, 2015).

As folhas contém compostos ativos como alcaloides, triterpenos, taninos,

flavondides e cumarinas. Estudos observaram que o extrato metandlico das folhas
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apresenta atividade antioxidante, protegendo contra algumas doencas cronicas. E
utilizada na medicina popular para tratamento de infec¢des cutaneas, parasitarias e
gastricas (SALES, 2015).

2.6.4 Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae)

Conhecida popularmente por jatoba do cerrado, € uma arvore amplamente
distribuida no cerrado brasileiro. Essa arvore apresenta grande importancia
econOmica pois sua madeira é de alta qualidade e seus frutos séo utilizados pela
industria alimenticia para producéo de farinhas (BRAGA, 2015).

Os frutos de H. Stigonocarpa séo utilizados popularmente para o tratamento
de inflamacdes, ulceras, dores abdominais e disenterias, sendo que em sua

composicdo ha compostos fendlicos e taninos (DIMECH, 2013).

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-Leishmania sp de extratos de frutos secos coletados no Mato

Grosso do Sul por ensaios colorimétricos de viabilidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade anti-Leishmania dos extratos dos frutos secos de Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae), Jacaranda cuspidifolia Mart. Ex A. DC.
(Bignoniaceae), Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J.W. Grimes (Fabaceae) e
Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart. (Bignoniaceae) por meio de ensaios

colorimétricos de viabilidade com formas promastigotas;

- Avaliar a citotoxicidade dos extratos em linhagem celular de fibroblastos de

camundongo NIH/3T3 por meio de ensaio colorimétrico de viabilidade celular;

- Calcular as concentracdes inibitorias (IC50) e citotdéxicas (CC50) de cada extrato, e

0s respectivos indices de seletividade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e preparacéo dos extratos

Os materiais vegetais foram coletados em diferentes localidades do estado de
Mato Grosso do Sul, devidamente identificados por especialistas e depositados no
herbario da UFMS. Os frutos secos foram coletados, limpos, seco em uma estufa de
ar circulante e, em seguida, pulverizados com um moinho de facas. Os materiais em
p6 foram armazenados no vacuo, sem luz e a 8°C até a extracdo. Os extratos foram
colocados em contato com o solvente, coberto com etanol 70% por 24 horas. Apos
esse periodo, os materiais foram extraidos por percolacdo exaustiva a uma taxa de
20 gotas por minuto. Os extratos foram concentrados em um evaporador rotativo
(Buchi® Rotavapor R-153) e, posteriormente, foram secos por liofilizagdo. Assim,
foram obtidos os extratos hidroetandlicos com o seguinte rendimento: C.
antisyphilitica (7,6%), S. tubulosa (43,5%), J. cuspidifolia (2,0%), e H. stigonocarpa
(13,2%) O procedimento para a obtencdo dos extratos foi feito pela equipe do
Laboratério de  Produtos Naturais e  Espectroscopia de  Massas
(LaPNEM/FACFAN/UFMS), em especial pelo aluno MSc. Bruno de Oliveira Leonel e
a Profa. Dra. Denise Brentan da Silva, os quais gentilmente nos cederam o extrato
seco para analises de atividade biolégica. Os extratos foram solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSO) estéril (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 25 mg/mL para o

uso nos ensaios bioldgicos in vitro.

4.2 Manutencédo de Leishmania amazonensis

Foi utilizada para os experimentos Leishmania (Leishmania) amazonensis
cepa PH8 (IFLA/BR/1967/PH8). Formas promastigotas dos parasitos foram cultivadas
em repiques semanais em estufa a 26°C em meio de cultura Schneider (Sigma-
Aldrich/EUA), contendo soro bovino fetal a 20% (Cultilab/ Brasil), 10 Ul/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich/EUA) em tubos de vidro com
tampa de rosca. Foram utilizadas promastigotas de L. amazonensis em fase

logaritmica de crescimento para os experimentos de viabilidade.
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4.3 Atividade antipromastigota

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram distribuidas em placas
de 96 pocgos, contendo os extratos dos frutos secos nas concentragdes de 1000, 500,
250 e 125 pg/mL que foram testadas. As placas foram incubadas durante 48 horas a
26°C, quando foram adicionados 5 pL de solucéo de resazurina 0,2 mg/mL (Sigma-
Aldrich/EUA) em cada poco, e as placas foram incubadas por mais 4 horas a 26°C.
Controles de pogcos contendo somente meio e parasitas e meio com anfotericina B
5uM (Sigma-Aldrich/EUA) também foram feitos. Apds 4 h de incubacgéo a 26°C, a
absorbancia dos pocos foi obtida em 570 e 600 nm (Varioskan LUX Multimode
Microplate Reader, Thermo Scientific) no Laboratoério de Purificacdo de Proteinas e
suas Funcodes Bioldgicas (LPPFB/FACFAN/UFMS). Para a resazurina, o calculo da
viabilidade de todos os pocos foi realizado baseando-se na férmula e instru¢des do
site do fabricante AlamarBlue® (BioRad) (BIO-RAD, 2020), conforme segue:

, o (02 x A1) — (01 x A2)
% diferenca de viabilidade = (0Zx P1) — (01x P2) x 100

Sendo 01 o coeficiente de extingdo molar (¢) da resazurina oxidada em 570 nm, O2 o
€ da resazurina oxidada em 600 nm, A1 a absorbancia do pogo teste em 570 nm, A2
a absorbancia do poco teste em 600 nm, P1 a absorbancia do poco controle sem
tratamento em 570 nm e P2 a absorbancia do poc¢o controle sem tratamento em 600
nm. A média da leitura dos controles utilizando somente meio de cultura foi
considerada em 100% de viabilidade e o célculo da porcentagem de viabilidade dos
tratamentos com foi feito baseando-se na leitura dos controles. O célculo da
concentracao inibitoria (ICso) foi feito por regresséao linear, plotando o logio de cada
concentracao de inibidor em relacdo a atividade percentual com o Prism 5 (software
GraphPad, Boston, MA.

4.4 Ensaio de citotoxicidade

As células NIH/3T3 (ATCC CRL-1658, linhagem de fibroblastos de

camundongo) foram cultivadas em placas de 96 pocgos (1x10° células/mL) em meio
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RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com soro bovino fetal a 10%
(Cultilab/Brasil), 10 UlI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-
Aldrich/EUA) e aderidas durante a noite a 37°C e 5% de CO2. O meio foi substituido
RPMI fresco com concentracdes dos extratos de 1000 a 15,625 pg/mL e a placa foi
incubada nas mesmas condicdes por 48 horas. Fibroblastos cultivados apenas com
meio foram usados como controle de vida/viabilidade. Em seguida, 5 pl de solucéo de
resazurina 0,2 mg/mL (Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionados a cada pogo e
incubados por 4 h a 37°C e 5% de CO2. A absorbancia dos pocos foi obtida a 570 e
600 nm (Varioskan LUX Multimode Microplate Reader, Thermo Scientific). O célculo
da viabilidade de todos os pocos foi realizado com base na férmula e nas instrugcfes
fornecidas pelo site do fabricante do AlamarBlue® (BioRad) (BIO-RAD, 2020). A
viabilidade celular foi avaliada a partir da densidade Optica e comparada as células
nao tratadas. O calculo da concentracdo citotoxica (CCso) foi feito por regressao
linear, plotando o logio de cada concentracdo de inibidor em relacdo a atividade
percentual com o Prism 5 (software GraphPad, Boston, MA). O indice de seletividade

(IS) foi obtido calculando-se a razéo entre CCso e ICso de cada extrato.

4.5 Analise dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em quadruplicata e foram calculados
a média e o desvio padréo para cada uma das determinacdes. Quando necessario
comparar variancias, foi utilizado teste de ANOVA suplementado pelo teste
paramétrico “t”, com intervalo de confianga de 95%. Os testes estatisticos foram
realizados com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0. O nivel de significancia foi
de 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antipromastigota

Os extratos de frutos secos foram avaliados quanto sua atividade anti-
Leishmania frente a formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. Para tanto, os
parasitos foram tratados com os extratos diluidos em meio Schneider devidamente
suplementado nas concentragdes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL. Apéds 48 horas, a
viabilidade foi analisada por espectrofotometria pelo método da resazurina, e 0s
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resultados estéo ilustrados na Figura 1. Controles positivos de morte com formas
promastigotas tratadas com anfotericina B na concentracdo de 5 yM também foram
feitas, assim como os controles de viabilidade (CV), em que os parasitos foram
incubados apenas com meio Schneider, sendo esses pog¢os considerados como
100% de viabilidade no ensaio.

Figura 1: Avaliacdo da atividade anti-Leishmania de extratos de frutos secos. Formas promastigotas
de L. amazonensis foram tratadas com diferentes concentracdes dos extratos de frutos secos e a
viabilidade foi avaliada apés 48 horas pelo método espectrofotométrico da resazurina. A: Hymenaea
stigonocarpa; B: Jacaranda cuspidifolia; C: Samanea tubulosa; e D: Cybistax antisyphilitica. CV:

controle de vida; ANFB: anfotericina B. *** indica p<0,001 (One-way ANOVA seguido de pés-teste de
Tukey).
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Podemos observar na Figura 1 que os extratos de Jacaranda cuspidifolia e
Samanea tubulosa reduziram a viabilidade de formas promastigotas de L.
amazonensis apenas na concentracdo de 1000 pg/mL (Figura 1, graficos B e C). Ja
o extrato de Cybistax antisyphilitica reduziu a viabilidade dos parasitos nas
concentracbes de 500 e 1000 pg/mL (Figura 1D), enquanto para Hymenaea
stigonocarpa foi observada a reducao de viabilidade das formas promastigotas nas

concentragdes de 250, 500 e 1000 pg/mL (p<0,001 para todas as concentracdes em
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gue foram observadas reducdes da viabilidade das células, inclusive para anfotericina

B, em relacao ao controle de viabilidade — CV).

5.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade dos extratos de frutos secos também foi avaliada em linhagem
de fibroblastos de camundongo NIH/3T3. Neste ensaio, os fibroblastos foram
adicionados em meio RPMI suplementado em placas de 96 pocos no dia anterior para
aderir na placa. No dia seguinte, o meio de cultura foi substituido por meio RPMI
suplementado contendo os extratos diluidos em nas concentracdes de 1000, 500,
250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625 pug/mL. Apds 48 horas, a viabilidade foi analisada por
espectrofotometria pelo método da resazurina, e os resultados estédo ilustrados na
Figura 2. Controles de viabilidade (CV) foram feitos em po¢os com os fibroblastos
NIH/3T3 incubados apenas com meio RPMI, sendo esses po¢os considerados como
100% de viabilidade no ensaio.

Figura 2: Avaliacdo da citotoxicidade de extratos de frutos secos. Células da linhagem NIH/3T3 foram
tratadas com diferentes concentragfes dos extratos de frutos secos e a viabilidade foi avaliada apds
48 horas pelo método espectrofotométrico da resazurina. A: Hymenaea stigonocarpa; B: Jacaranda

cuspidifolia; C: Samanea tubulosa; e D: Cybistax antisyphilitica. CV: controle de vida; ANFB:
anfotericina B. *** indica p<0,001 (One-way ANOVA seguido de pOs-teste de Tukey).
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A avaliacdo da citotoxicidade in vitro em linhagens de células de mamiferos é
um ensaio importante na avaliacdo de atividade antiparasitaria de produtos naturais
e sintéticos, e a linhagem de fibroblastos de camundongos NIH/3T3 € bastante usada
para essa finalidade. (BHATTACHARYA et al., 2020; IMANOL PENA et al., 2015).
Dessa forma, € possivel ter uma primeira avaliacdo da seletividade do composto
testado para reduzir a viabilidade de células de parasitos em relacao a viabilidade de
células de mamiferos. Pelos resultados expressos na Figura 2, podemos observar
gue os extratos de Jacaranda cuspidifolia, Samanea tubulosa e Cybistax
antisyphilitica reduziram a viabilidade dos fibroblastos NIH/3T3 de maneira
significativa (p<0,001 em relag&o aos controles de viabilidade tratados apenas com
meio de cultura RPMI, CV) apenas na concentracdo de 1000 pg/mL, enquanto o
extrato de Hymenaea stigonocarpa reduziu a viabilidade dos fibroblastos nas
concentracfes de 500 e 1000 pg/mL.

Para uma melhor avaliagdo da atividade antileishmania e seletividade dos
extratos testados, foi calculada a concentracdo inibitéria (ICso) e a concentracédo
citotoxica (CCso) de cada extrato. A concentracdo inibitoria (ICs0) € o valor de
concentracdo capaz de inibir a viabilidade das células do parasito em 50% em relacdo
aos controles de 100% de viabilidade. Ja a concentracao citotoxica (CCso) € o valor
de concentracdo capaz de inibir a viabilidade das células da linhagem de mamiferos
(fibroblastos NIH/3T3 neste caso) em 50% em relacdo aos controles de 100% de
viabilidade (BALANA-FOUCE et al., 2019; ORYAN, 2015). O calculo da concentracio
inibitoria (ICso0) e a concentracao citotoxica (CCso) dos extratos foi feito por regressao
linear, plotando o logio de cada concentracdo de extrato em relacdo a atividade
percentual de viabilidade observada, e os resultados obtidos estdo expressos na
Tabela 1.

Apés calcular a concentracdo inibitéria (ICso) e a concentracdo citotoxica
(CCs0) de cada extrato, o indice de seletividade (IS) foi obtido calculando-se a razdo
entre CCso e ICso de cada extrato (BALANA-FOUCE et al., 2019; ORYAN, 2015). O
indice de seletividade indica o quanto cada extrato tem atividade seletiva contra os
parasitos em relagdo a uma linhagem de células de mamiferos, e os resultados

também estdo na Tabela 1.
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Tabela 1: Valores de concentracdo inibitéria (ICso), concentragdo citotoxica (CCso) e indice de
seletividade (IS) de extratos de frutos secos. Os valores das concentracdes sdo dados em pug/mL

Extrato ICs0 L. amazonensis CCso NIH/3T3 IS
Hymenaea stigonocarpa 128,8 275,0 2,1
Jacaranda cuspidifolia 458,1 780,9 1,7
Samanea tubulosa 802,6 717,4 0,9
Cybistax antisyphilitica 355,6 8514 24

O indice de seletividade, na pesquisa com produtos naturais, € um parametro
gue avalia a seletividade de um composto ou produto para determinados alvos
biolégicos. Esse indice é fundamental na identificacdo de substancias promissoras
para a criacdo de medicamentos, pois indica a capacidade do composto de agir
especificamente sobre o organismo desejado, minimizando o impacto sobre células
saudaveis ou ndo alvo. Uma alta seletividade sugere que o produto possui um
potencial terapéutico mais direcionado e menos efeitos adversos, tornando-se um
critério valioso na busca por novos tratamentos na area da satde (BALANA-FOUCE
et al., 2019).

Considerando os resultados obtidos, podemos observar que os extratos de
Cybistax antisyphilitica e Hymenaea stigonocarpa apresentaram o maior indice de
seletividade entre os extratos testados (2,4 e 2,1, respectivamente). Esse indice de
seletividade ainda é baixo em relacéo aos indices que constam na literatura: alguns
autores relatam que um farmaco antileishmania ou um composto natural € seguro
guando o indice de seletividade é maior que 10 (HOSSEIN MAHMOUDVAND et al.,
2014; ORYAN, 2015). Porém, esse é um dado de atividade bioldgica inédito na
literatura, e nos da uma ideia de onde podemos refinar a busca de compostos ativos
contra Leishmania dentre os extratos testados para ensaios futuros, ja que ndo ha
nenhum trabalho na literatura que foi realizado com essas espécies em relacdo a
atividade anti-Leishmania.

Outro estudo realizado com extratos de onze frutos secos do Cerrado,
incluindo C. antisyphilitica e H. stigonocarpa, foram avaliados contra Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa (LEONEL, 2022). Os extratos H. stigonocarpa, Q.
grandiflora e M. foetidus apresentaram atividade de inibicdo de formacéo de biofilme
de S. aureus a uma concentracao de 200 pg/mL. O extrato de H. stigonocarpa foi

analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo
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de diodos e espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM) para a anotacdo de seus
metabolitos secundarios, e foram anotados flavonoides, diterpenos e triterpenos
(LEONEL, 2022). Tais classes de moléculas sédo descritas em extratos de plantas que
apresentam atividade antileishmania na literatura (ORYAN, 2015).

Diversas atividades biolégicas do género Hymenaea, incluindo a espécie H.
stigonocarpa, foram revisadas recentemente (BONIFACE; FERREIRA; KAISER,
2017). Os autores trazem a informacéo de que mais de 130 compostos, como &cidos
graxos, flavonoides, terpenoides, esteroides, ftalideos, acidos fendlicos, procianidinas
e cumarinas, foram identificados nessas espécies de plantas. Evidéncias
experimentais apoiam o uso potencial da Hymenaea spp. no tratamento de distirbios
inflamatérios, asma, diarreia e determinadas infec¢cdes microbianas, inclusive
antileishmania. No entanto, as informacdes sobre a toxicidade das espécies de
Hymenaea sao limitadas (BONIFACE; FERREIRA; KAISER, 2017).

Extratos de C. antisyphilitica também apresentaram atividade contra larvas de
mosquito Aedes aegypt (RODRIGUES et al., 2005) e a presenca uma quinona
denominada lapachol (CASTILLO; ROSSINI, 2010; RODRIGUES et al., 2005). H4
relatos recentes na literatura sobre a atividade antileishmania de lapachol (CUNHA,
et al.,, 2019; FERNANDES et al., 2023), o que pode explicar em parte a atividade
antileishmania observada para o extrato de C. antisyphilitica. No entanto, o
fracionamento dos extratos testados e a andlise metaboldmica dos mesmos é
fundamental para a elucidacéo e o entendimento da possivel atividade antileishmania

observada.

6. CONCLUSAO

De acordo com o estudo realizado, os extratos de C. antisyphilitica e H.
stigonocarpa, apresentaram resultados significativos na inibicdo do crescimento da
Leishmania amazonensis, sendo a ultima espécie a mais seletiva. Esse resultado de
atividade biologica € inédito para essas plantas. Diante disso, a utilizacéo de plantas
nativas do cerrado para a pesquisa e o desenvolvimento de novas terapias no
tratamento da leishmaniose, além de apresentar importancia econémica, tende a
trazer conhecimento sobre a composicdo quimica e atividades biologicas

relacionadas a estas espécies.



24

7. REFERENCIAS

CASTILLO, L.; ROSSINI, C. Bignoniaceae Metabolites as Semiochemicals. Molecules, v.
15, n. 10, p. 7090-7105, 14 out. 2010.

ANDRADE, Bruno B. et al. Métodos diagnésticos da leishmaniose tegumentar: fatos,
falacias e perspectivas. Gazeta Médica da Bahia, v. 74, n. 1, 2008.

ARRUDA, A. L. A. et al. Andlise fitoquimica e atividade antimicobacteriana de extratos
metandlicos de Jacaranda cuspidifolia Mart.(Bignoniaceae). Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 14, p. 276-281, 2012.

BALANA-FOUCE, R. et al. Walking a tightrope: drug discovery in visceral
leishmaniasis. Drug Discovery Today, v. 24, n. 5, p. 1209-1216, 1 maio 2019.

BHATTACHARYA, A. et al. Of Drugs and Trypanosomatids: New Tools and Knowledge to
Reduce Bottlenecks in Drug Discovery. Genes, v. 11, n. 7, p. 722-722, 29 jun. 2020.

BRAGA, Ramilla dos Santos et al. Genética geografica de Hymenaea stigonocarpa
(Fabaceae). 2015.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar Americana / Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em
Saude. — 2. ed. atual. — Brasilia : Editora do Ministério da Saude, 2010.

CARVALHO, Ricardo Fontoura de. Estudo in vivo da acdo de nanocapsulas de PLGA
contendo anfotericina B, DMSA e nanoparticulas magnéticas no tratamento da leishmaniose
cutanea experimental em camundongos C57BL/6 causada pela Leishmania (Leishmania)
amazonensis. 2011.

COSTA, J. M. L. Manual de controle da leishmaniose tegumentar americana. Brasilia:
Ministério da Saude. Fundacao Nacional de Saude, 2000.

COSTA, Jackson Mauricio L. O uso clinico das pentamidinas com especial referéncia nas
leishmanioses. Acta Amazénica, v. 23, p. 163-172, 1993.

CUNHA, A. et al. Efficacy of lapachol on treatment of cutaneous and visceral
leishmaniasis. Experimental Parasitology, v. 199, p. 67-73, 1 abr. 2019.

DA SILVA, Cléber José et al. Biological activities associated with tannins and flavonoids
present in Hymenaea stigonocarpa and Hymenaea courbaril: A systematic review.
Research, Society and Development, v. 11, n. 12, p. e174111234196-e174111234196,
2022.

DIMECH, Gustavo Santiago et al. Phytochemical and antibacterial investigations of the
extracts and fractions from the stem bark of Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne and
effect on ultrastructure of Staphylococcus aureus induced by hydroalcoholic extract. The
Scientific World Journal, v. 2013, 2013.

DORVAL, Maria Elizabeth Moraes Cavalheiros et al. Ocorréncia de leishmaniose
tegumentar americana no Estado do Mato Grosso do Sul associada a infec¢ao por
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 39, p. 43-46, 2006.



25

FERNANDES, C. et al. In vitro effects of lapachol and B-lapachone against Leishmania
amazonensis. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 56, 1 jan. 2023.

FERNANDES, José. MORFOLOGIA DE Jacaranda copaia (AUBL.) D. DON
(BIGNONIACEAE): UMA ESPECIE MEDICINAL EM ALTA FLORESTA, MATO GROSSO.
Enciclopédia Biosfera, v. 18, n. 37, 2021.

FERREIRA, Cassio Porto et al. Descri¢cdo de aspectos clinicos e laboratoriais de pacientes
com esporotricose e leishmaniose tegumentar americana, com énfase em mulheres
gravidas. 2016. Tese de Doutorado.

GONCALVES, Anete Honorato. Mecanismo de acéo e toxicidade da anfotericina B no
tratamento de micoses. 2011.

GONGCALVES, Ludmylla Borges et al. CARACTERISTICAS ANATOMICAS,
HISTOQUIMICAS E FITOQUIMICAS DE Cybistax antisyphilitica (Mart.)
Mart.(Bignoniaceae). 2022.

GONTIJO, Bernardo; CARVALHO, Maria de Lourdes Ribeiro de. Leishmaniose tegumentar
americana. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 36, p. 71-80, 2003.

HOSSEIN MAHMOUDVAND et al. Antifungal, Antileishmanial, and Cytotoxicity Activities of
Various Extracts of Berberis vulgaris (Berberidaceae) and Its Active Principle
Berberine. ISRN Pharmacology (Print), v. 2014, p. 1-6, 10 mar. 2014.

IMANOL PENA et al. New Compound Sets Identified from High Throughput Phenotypic
Screening Against Three Kinetoplastid Parasites: An Open Resource. Scientific Reports, v.
5, n. 1, 5 mar. 2015.

LEONEL, B.O. Frutos secos do Cerrado como fontes de substancias ativas contra
bactérias e biofilmes. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo, Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul. Campo Grande, p. 68. 2022. Resumo disponivel em:
https://repositorio.ufms.br/handle/123456789/4635

LINDOSO, José Angelo Lauletta et al. Review of the current treatments for leishmaniases.
Research and reports in tropical medicine, v. 3, p. 69, 2012.

LORENZI, H.; Arvores brasileiras: Manual de identificacao e cultivo de plantas
arboreas nativas do Brasil. Nova Odessa: Inst. Plantarum, v. 1, 3 ed., p. 352, 2000.

MANN, S. et al. A Review of Leishmaniasis: Current Knowledge and Future
Directions. Current Tropical Medicine Reports, v. 8, n. 2, p. 121-132, 17 mar. 2021.

MONTANER-ANGOITI, Esperanza; LLOBAT, Lola. Is leishmaniasis the new emerging
zoonosis in the world?. Veterinary Research Communications, p. 1-23, 2023.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Satde. Departamento de
Vigilancia das Doencas Transmissiveis. Manual de vigilancia da
leishmaniose tegumentar [recurso eletronico] / Ministério da Saude, Secretaria de
Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia das Doencas Transmissiveis. — Brasilia:
Ministério da Saude, 2017. 189 p.: il.

NEVES, David Pereira. Parasitologia humana. In: Parasitologia humana. 11. ed; 2005.



26

ORYAN, A. Plant-derived compounds in treatment of leishmaniasis. Iranian journal of
veterinary research, v. 16, n. 1, p. 1-19, 2015.

OPAS. Leishmanioses: Informe epidemiologico das Américas. N° 11 (Dezembro de 2022).

PELISSARI, Daniele Maria et al. Tratamento da leishmaniose visceral e leishmaniose
tegumentar americana no Brasil. Epidemiologia e Servigos de Saude, v. 20, n. 1, p. 107-
110, 2011.

RIGO, Roséangela S.; RIGO, Leonardo; HONER, Michael R. Alteracdo na funcao renal e
pancreatite: efeitos adversos do tratamento da leishmaniose visceral. Arq. ciénc. saude, p.
139-141, 2008.

RODRIGUES, A. S. et al. Larvicidal activity of Cybistax antisyphilitica against Aedes aegypti
larvae. Fitoterapia, v. 76, n. 7-8, p. 755-757, 1 dez. 2005.

SALES, PA B. et al. Toxicidade reprodutiva do extrato hidroalc6olico de Samanea tubulosa
Benth em ratas wistar. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 17, p. 599-603, 2015.

SAMPAIO, Gilmara de Souza et al. Estudo comparativo entre o antimoniato-
Nmetilglucamina (Glucantime®) e o isotionato de pentamidina (Pentacarinat®) em
lesdes cutaneas da leishmaniose tegumentar. 2013. Tese de Doutorado. Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz.

SASIDHARAN, S.; SAUDAGAR, P. Leishmaniasis: where are we and where are we
heading? Parasitology Research, v. 120, n. 5, p. 1541-1554, 7 abr. 2021.

SILVEIRA, Bruna Pinheiro et al. Parto prematuro ap6s uso de antimonial pentavalente:
relato de um caso. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 36, p. 523-
525, 2003.

SILVEIRA, Fernando T. Leishmaniose cuténea difusa (LCD) na Amazoénia, Brasil: aspectos
clinicos e epidemiolégicos. Gazeta médica da Bahia, n. 79, 2009.

VASCONCELOS, Jairla Maria et al. Leishmaniose tegumentar americana: pefrfil
epidemioldgico, diagnéstico e tratamento. RBAC, v. 50, n. 3, p. 221-7, 2018.



