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RESUMO

A leishmaniose, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, € uma das doencas
tropicais mais negligenciadas, sendo endémica no Brasil. Causada por protozoarios
do género Leishmania spp, suas principais formas clinicas sédo a tegumentar (LT) e a
visceral (LV), sendo ocasionadas principalmente pelas espécies Leishmania
amazonensis, L. braziliensis e L. infantum. Atualmente, os farmacos utilizados no
tratamento dessa doenca tem causado diversos incovenientes em termos de
seguranca, toxicidade, administracao, resisténcia e custo. Assim, o desenvolvimento
de novas estratégias terapéutica para tratamento tem se tornado de alta prioridade. A
utilizacao de extratos de produtos naturais tem sido bastante estudada em espécies
de Leishmania, tendo sido bastante documentada a atividade antileishamia de
algumas espécies, se mostrando boas alternativas para o tratamento efetivo. Desta
forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antileishmania dos
extratos dos frutos secos das seguintes espécies de plantas: Cariniana legalis
(Lecythidaceae), Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae), Cedrela fissilis
(Meliaceae), Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae) e Microlobius foetidus
(Fabaceae). Foram realizados ensaios colorimétricos de viabilidade com formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e fibroblastos NIH/3T3 para avaliagéo da
atividade antileishmania e sua seletividade. Dentre os extratos analisados, destacou-
se os extratos de A. tomentosum e C. fissilis, que apresentaram o maior indice de
seletividade entre todos testados (6,6 e 1,2, respectivamente). Esse indice de
seletividade se mostrou abaixo do proposto da literatura para compostos naturais,
entretanto, indica a presenca de compostos ativos antileishmania dentre os extratos
testados, o0 que pode levar a novas pesperctivas de estudos em relacdo a composicéo
quimica e atividades biolGgicas dessas espécies.

Palavras chaves: Leishmaniose, Leishmania amazonensis, Produtos naturais,
Frutos secos, Indice de seletividade, Antileishmania.



ABSTRACT

Leishmaniasis, according to the World Health Organization, is one of the most
neglected tropical diseases and being endemic in Brazil. Caused by protozoa of the
genus Leishmania spp. The main clinical forms are tegumentary (LT) and visceral (LV),
mainly caused by the species Leishmania amazonensis, L. braziliensis and L.
infantum. Currently, the drugs used to treatment of this disease have caused several
inconveniences in terms of safety, toxicity, administration, resistance and cost.
Therefore, the development of new therapeutic strategies for treatment has become a
high priority. The use of extracts from natural products has been extensively studied in
Leishmania species and the antileishamia activity of some species has been well
documented, proving to be good alternatives for effective treatment. The aim of this
study was to evaluate the antileishmanial activity of extracts from the dried fruits of the
following plant species: Cariniana legalis (Lecythidaceae), Qualea grandiflora Mart.
(Vochysiaceae), Cedrela fissilis (Meliaceae), Aspidosperma tomentosum
(Apocynaceae) and Microlobius foetidus (Fabaceae).Colorimetric viability assays were
performed with promastigote forms of Leishmania amazonensis and NIH/3T3
fibroblasts to evaluate antileishmanial activity and selectivity. Among the extracts
analyzed, the extracts from A. tomentosum and C. fissilis presented the highest
selectivity index among the extracts tested (6.6 and 1.2, respectively). This selectivity
index was below that proposed in the literature for natural compounds, however, it
indicates the presence of active antileishmania compounds among the extracts tested,
which may lead to new perspectives for studies in relation to the chemical composition
and biological activities of these species.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania amazonensis, Natural products, Dried fruits,
Selectivity index, Antileishmania.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca tropical complexa causada por mais de 50
espécies de protozoarios parasitas do género Leishmania, 20 dos quais sé&o
patogénicos para humanos (Capela; Moreira; Lopez, 2019). Amplamente distribuida
pelo mundo, estimativas sugerem que cerca de 1,6 milhdes de novos casos ocorram por
ano, sendo o Brasil responséavel por 84% dos casos notificados nas américas. Se
entendendo como um problema de saude publica de importancia mundial, a
leishmaniose atualmente é considerada como uma das principais doencas
negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Kopel, 2022; Oliveira et
al., 2021; Paho, 2019; Lopez et al., 2021; WHO, 2022).

Héa varias espécies de parasitos, reservatérios e vetores envolvidos na cadeia
de transmissdo da leishmaniose (Dias, 2018). Sua infeccdo é causada por
protozoarios flagelados unicelulares do género Leishmania, sendo as formas
encontradas nos hospedeiros: i) amastigota, encontradas nas células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados, e, ii) promastigota, localizadas
na luz do trato digestivo dos hospedeiros invertebrados (vetores), que s&o
flebotomineos fémeas (Lima, 2021; Azevedo; Marcili, 2020).

Existem varias manifestacdes clinicas da doenga. Entre elas, a leishmaniose
tegumentar Americana (LTA), causada pelas espécies Leishmania amazonensis e
Leishmania brasiliensis, inclui as formas clinicas disseminada (LD), mucosa (LM) e
cutaneo difusa (LCD) e embora apresentem baixa mortalidade, causam lesdes na
pele, principalmente Ulceras em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes ao
longo da vida (Oliveira, 2021; Ovallos et al., 2020; Capela; Moreira; Lopez, 2019).

O Brasil é o pais na América do Sul com o maior nimero de casos da
Leishmaniose tegumentar (Lima, 2021). Segundo o DATASUS, no ano de 2020, foram
notificados 16.432 novos casos da leishmaniose tegumentar americana no pais,
sendo esse, 0 maior numero desde 2016 e mostrando que a doencga se encontra em
expansao no pais (DATASUS, 2024).

Atualmente, os medicamentos utilizados na terapia contra a leishmaniose, sao: os
antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e a sua formulagdo lipossémica, a
paromomicina e a pentamidina (Santiago et al., 2021; Tiwari et al., 2018). Esses
farmacos existentes apresentam sérios inconvenientes em termos de seguranca,

resisténcia, estabilidade e custo (Barros et al.,2021). Além disso, estdo associados a
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deficiéncias graves como toxicidade, administracéo prolongada e possivel surgimento
de resisténcia por parte do parasito (Tiwari et al., 2018).

Novas formula¢des de medicamentos para o tratamento da leishmaniose tém sido
investigadas e uma das alternativas sdo os metabdlitos secundarios provenientes de
plantas e produtos naturais, ja que sédo usadas ao longo dos tempos para o tratamento
de diversas doencas durantes varios séculos (Capela; Moreira; Lopez, 2019; Barros
et al., 2021; Atasanov, 2021). A descoberta de novos produtos naturais bioativos, tem
favorecido maior sucesso para encontrar compostos com caracteristicas fisico-
quimicas adequadas para o desenvolvimento de farmacos. E, ha inidmeros relatos na
literatura de produtos naturais e extratos vegetais com atividade antileishmania
(Barros et al., 2021; Oliveira, 2021).

Desta forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antileishmania do extrato de frutos secos de espécies nativas do estado do Mato
Grosso do Sul, a partir de testes in vitro com promastigotas de Leishmania
amazonensis, na busca por novas alternativas de tratamento da doenca. As plantas
cujos extratos foram utilizados neste trabalho incluem, Cariniana legalis
(Lecythidaceae), Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae), Cedrela fissilis
(Meliaceae), Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae) e Microlobius foetidus
(Fabaceae), conhecidas popularmente como, Jequitiba-rosa, Pau-terra, Cedro,

Peréba do campo e Pau-alho, respectivamente.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 As Leishmanioses

As leishmanioses sao causadas por protozoarios do género Leishmania e sédo
transmitida por diferentes insetos vetores (flebotomineos) da familia Psychodidae e
transmitidas por pequenos dipteros da subfamilia Phlebotominae, conhecidos
popularmente como mosquito palha, birigui, tatuquira, asa branca, caravela, entre
outros (Oliveira, 2021; Ovallos et al., 2020). As fémeas do vetor sdo as responsaveis
por manter o ciclo da doenca, possuindo preferencialmente habitos alimentares
noturnos, nos quais se infectam no ato do repasto sanguineo em um hospedeiro

vertebrado infectado (Mann et al., 2021).
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O protozoario em seu ciclo de desenvolvimento apresenta duas formas durante
0 seu ciclo de vida heteroxénico: promastigota e amastigota. As promastigotas séo
moveis, com flagelo livre e sdo encontradas no tubo digestivo dos flebotomineos, até
se tornarem a forma infectante para os humanos, denominadas promastigotas
metaciclicas, enquanto, as amastigotas sdo arredondadas, com flagelo interiorizado
e sdo encontradas parasitando macrofagos presentes nos tecidos de mais de 70
espécies de vertebrados, entre eles os humanos (Kopel, 2022; Lima, 2017; Oliveira,
2021).

Quanto a Leishmania, a amastigota € um patégeno intracelular obrigatério que
se replica no interior de células fagociticas, fator que juntamente com a resposta imune
do hospedeiro colabora com as diferentes manifestacdes clinicas e graus de
gravidade da doenca. O desenvolvimento das lesdes se deve ao produto da interacédo
da multiplicag&o do parasita, com a resposta imune do paciente (Kopel, 2022, Oliveira,
2021; Burza; Croft; Boelart, 2018).

2.2 Manifestacdes Clinicas

Do aspecto clinico, as leishmanioses podem ser classificadas como tegumentar
americana (LTA) ou visceral (LV) (Santiago et al., 2021; Ovallos et al., 2020; Brasil,
2017). A forma tegumentar da leishmaniose pode ser ocasionada por diversas
espécies de Leishmania spp., apresentando diversas manifestacfes clinicas, como:
Leishmaniose cutanea localizada (LCL), Leishmaniose disseminada (LD),
Leishmaniose mucosa (LM) e Leishmaniose cutaneo difusa (LCD) (Lima, 2017;
Vasconcelos et al., 2018; Oliveira, 2021).

Na LCL, que é causada pelas espécies L. amazonensis e L. brasiliensis, é
caracterizada por uma papula eritematosa que evolui para uma uUlcera com bordas
elevadas e fundo recoberto por exsudato seroso, que aparece no local da picada do
vetor, apés um tempo de incubacdo que pode vir a durar varios meses. A LD, se
manifesta pelo aparecimento de multiplas lesées papulares e de aparéncia acneiforme
gue acometem varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia a face e o
tronco (Uzun et al., 2018; Vasconcelos et al., 2018; Oliveira, 2021).

Ja a LM, que é causada pela espécie L. amazonensis, é caracterizada por uma
lesdo secundaria que atinge principalmente a orofaringe, com comprometimento do

septo cartilaginoso e demais areas associadas, como labios, boca, toda a faringe e
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laringe e associa-se com elevada morbidade. A LCD, que inicia-se de maneira
insidiosa, com les&o Unica e ma resposta ao tratamento, evoluindo de forma lenta com
formacdo de placas e multiplas nodulacbes nédo ulceradas recobrindo grandes
extensdes cutaneas. Nesta ocorre a disseminacdo hematogénica do parasito apés
meses ou anos, com lesdes em varias partes do corpo, como: face (nariz, regides
malares, labio superior, orelhas) e membros (bragos, antebragos, pernas, pés). (Lima,
2017; Vasconcelos et al., 2018; Oliveira, 2021; Kopel, 2022; Uzun et al., 2018).

Uma das formas mais graves da leishmaniose tegumentar é a LCD, que devido
a imunossupressédo celular especifica induzida pelo parasito, apresenta um dificil
controle da infeccdo pelo sistema imunolégico do hospedeiro, resultando no carater
evolutivo cronico e tratamento dificultado (Santiago et al., 2021).

2.3 Epidemiologia

Nos ultimos vinte anos, a LTA apresentou um grande crescimento em todas as
regides do Brasil, tanto no numero de casos como em disposi¢cdo geografica, tendo
as regifes norte e nordeste apresentado o maior nimero de casos confirmados no
pais, seguidas das regides centro-oeste e sudeste (Vasconcelos et al., 2018; Gov.,
SC, 2021). Em 2022, foram confirmados 13.603 novos casos (maior numero desde
2016) de leishmaniose tegumentar no Brasil, mostrando que a doenga se encontra em
expansdo (DATASUS, 2024).

No Estado de Mato Grosso do Sul (MS), a leishmaniose é endémica e € uma
ameaca significativa a saude publica, tendo um namero crescente de casos. A vasta
area com clima e vegetacao tornam-se propensos para o desenvolvimento de vetores
responsaveis pela transmisséo da leishmaniose, propiciando a expanséo da doenca.
(Oliveira, 2017; Castro et al., 2016; Noro et al., 2016). Entre o periodo de 2007 a 2022,
0 estado contabilizou 1.821 casos notificados de leishmaniose tegumentar americana
(DATASUS, 2024).

2.4 Diagndéstico

Existem diversos testes e exames aplicados no diagnostico da leishmaniose
tegumentar americana, no entanto, ndo existe um exame considerado padr&o-ouro

para diagnostico. Dessa forma, o diagndstico consiste na associacdo de dados
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epidemioldgicos, junto com as caracteristicas clinicas e exames laboratoriais, para a
obtencéo do diagnéstico final (Mendes et al., 2019; Vasconcelos et al., 2018; Cerutti
et al., 2017; Kopel, 2022; Andrade et al., 2005).

A obtencdo de dados epidemiologicos € 0 primeiro passo para a suspeita
clinica de LTA. Saber se o paciente reside numa area endémica, se esteve em contato
com zonas de mata nativa ou em regiées de casos da leishmaniose é de extrema
importancia, uma vez que a anamnese da doenca baseia-se nas caracteristicas da
lesédo associada a dados epidemiologicos do doente (Goto; Lindoso, 2014; Gomes et
al., 2014; Cerutti et al., 2017; Andrade et al., 2005). Entretanto, somente a analise
clinica ndo é suficiente, o diagndstico diferencial precisa ser realizado, especialmente
para doencas que apresentam as mesmas caracteristicas de lesédo da leishmaniose,
como a hanseniase e a sifilis. Sendo assim, os exames laboratoriais sao
imprescindiveis para o complemento no diagnaostico final (Vasconcelos et al., 2018;
Andrade et al., 2005).

Para o diagnodstico laboratorial sdo empregados alguns métodos de
identificacdo, tais como, exame direto e histopatolégico, cultura em meio especifico,
testes soroldgicos, imunofluorescéncia, reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
exames imunolégicos, como intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) (Brasil, 2017,
Cerutti et al., 2017). O exame direto € o procedimento de primeira escolha para a LTA,
por ser rapido e barato. A técnica € simples, realizada com a escarificacdo da borda
da lesdo por uma agulha fina (PAF) ou pelo aspirado nasal, com a cotacdo de um
esfregaco em lamina, nos quais séo utilizadas as coloraces de Giemsa ou Leishman
(Brasil, 2017; Cerultti et al., 2017; Andrade et al., 2005).

O exame histopatolégico pode ser realizado a partir da biopsia, obtida por
meio da técnica de “punch”, no qual é retirado fragmentos de 3 a 5 mm, para
identificacdo. O diagnostico de ambos procedimentos € confirmado com a
visualizacdo de formas amastigotas (arredondadas ou ovaladas, com nucleo e
cinetoplasto) de Leishmania spp. e em ambos podem ser encontrados o parasito, tanto
na sua forma livre, como dentro de macrofagos (Brasil, 2017; Cerutti et al., 2017;
Kopel, 2022).

O meio de cultura € o méetodo mais especifico, utilizado para a confirmacgao
da presenca do agente etiologico e a identificacdo da espécie de Leishmania spp. na
sua forma promastigota. E obtido pela inoculacéo dos fragmentos de biépsia em meios

de cultura NNN (Neal, Novy, Nicolle) associado ao LIT (Liver Infusion Triptose), em
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temperaturas de 24°C a 26°C, no qual facilita o crescimento do parasita. A amostra
precisa ser observada num periodo de 30 dias, com a possibilidade de observacao do
parasito a partir do quinto dia. No entanto, € um método pouco utilizado, devido ao
seu alto custo e tempo prolongado (Brasil, 2017; Cerutti et al., 2017; Gomes et. al.,
2014).

O método molecular PCR (Reacdo em cadeia da polimerase), baseia-se na
pesquisa de DNA do parasito, podendo ser aplicado a qualquer material biolégico no
qual possua fragmentos de DNA de Leishmania spp. E um método de alta
sensibilidade e que permite a identificacdo do género do agente etioldgico, porém tem
um custo elevado e execucao complexa (Brasil, 2017; Cerutti et al., 2017). Os testes
sorologicos tém como base a pesquisa de anticorpos anti-leishmania presentes no
soro do paciente. A identificacdo pode ser feita por teste imunoenzimatico (ELISA) ou
imunofluorescéncia indireta (IFl), aglutinacdo direta e outros; tendo a IFI como a
técnica mais utilizada. Além disso, os testes soroldgicos s&o utilizados para
monitoramento dos titulos de IgM e IgG dos individuos infectados, como forma de
atestar a progressao da doenca ou a cura clinica (Andrade et. al., 2005; Mendes et
al., 2019; Cerutti et al., 2017).

O método de intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), é um teste
imunoldgico que consiste na inoculacdo de antigenos na derme, provenientes de
culturas de promastigotas de Leishmania spp. O teste tem como base a imunidade
antileishmania desenvolvida pelo hospedeiro apés o contato com o parasita, no
entanto, o teste ndo diferencia infec¢cdes atuais de passadas. Sendo assim, mais
utilizado no diagnéstico de viajantes que ndo vivem em regides endémicas (Goto;
Lindoso, 2014; Andrade et. al., 2005; Kopel, 2022; Cerutti et al., 2017).

2.5 Tratamento nas Leishmanioses

7

O tratamento da leishmaniose é realizado desde o inicio do século XX, no
entanto, todas as opg¢Oes de tratamento para a leishmaniose s&o limitadas a um
pequeno numero de medicamentos que, devido ao alto custo, a administracdo
parenteral e efeitos adversos significativos, se tornam umas das grandes barreiras
para o manejo clinico da doenga (Holanda et al., 2018; Oliveira, 2021).

Atualmente, a terapia medicamentosa baseia-se na utilizagdo de cinco

farmacos: os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e a sua formulacdo
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lipossdmica, a miltefosina, a paromomicina e a pentamidina. E, com exceg¢édo dos
compostos antimoniais, todos o0s outros medicamentos ndo foram inicialmente
desenvolvidos com acédo leishmanicida (Oryan, 2015; Brasil, 2018; Santiago et al.,
2021).

Os antimoniais pentavalentes sdo os medicamentos de primeira escolha para
todas as formas de leishmaniose (Kato et al., 2014). Oferecidos pelo sistema Unico
de Saude (SUS), possuem duas apresentacbes comerciais disponiveis:
estibogluconato de sédio (Pentostam®) e antimoniato-N-metil-glucamina
(Glucantime®), sendo este ultimo, o medicamento de escolha para o tratamento de
LTA e é realizado pelo SUS (Filho et al., 2020; Santiago et al., 2021). Seu manejo
terapéutico e de administracdo € via intramuscular (IM) ou endovenosa (EV) de 10
mg-20 mg/kg/dia, e se preciso, faz-se a injecdo intralesional por via subcutanea (SC)
de aproximadamente 5 mL, com intervalo de 15 dias entre as sessodes (Brasil, 2017,
Oliveira, 2021).

A terapia com antiménio é frequentemente acompanhada por dor local
durante a injecdo intramuscular e por efeitos colaterais graves que incluem
cardiotoxicidade, pancreatite, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (Santiago et al.,
2021; Hepburn et al., 1994). Além disso, baixas dosagens e tratamentos descontinuos
podem acarretar falhas na terapia e consequente aumento na resisténcia dos
parasitas (Oliveira, 2021). Os mecanismos envolvidos na toxicidade dos antimoniais
pentavalentes ndo estédo totalmente elucidados (Kato et al., 2014), no entanto, € bem
aceito que residuos em antimoniais pentavalentes, ou produzidos nos tecidos por
reducdo pode ser o responsavel por seus efeitos colaterais e pela a¢do antileishmania
(Kato et al., 2014; Frezard; Demichard; Ribeiro, 2009).

A anfotericina B (ANFB) € um metabdlito antifangico de polieno, pouco
solivel em agua e com acao direta sobre ambas as formas do parasita. Ao se ligar ao
ergosterol da membrana celular leva a formacdo de poros, o que desencadeia a
permeacdo de ions, agua e outras moléculas causando a morte do parasita. A
resposta terapéutica a ANFB tem sido eficaz em até 100% dos casos, se mostrando
efetiva no tratamento LTA, porém, ainda pode ocorrer séries recidivas apos
suspensao da mesma (Santiago et al., 2021; Oliveira, 2021; Brasil, 2017).

Além disso, apesar de ser um farmaco antileishmania altamente eficaz, a ANFB
apresenta efeitos secundarios significativos, como nefrotoxicidade aguda; sua

aplicacao intravenosa, o que implica hospitalizacdo e acompanhamento rigoroso do
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paciente durante as quatro semanas de tratamento e resulta na menor adesao do
paciente ao tratamento. Outra importante desvantagem adicional é o alto custo da
ANFB (Capela; Moreira; Lopez, 2019; Oliveira, 2021; Hendrickx et al., 2019).

A miltefosina € um analogo da alquilfosfocolina, originalmente desenvolvida
como agente antitumoral e o Unico medicamento oral disponivel para tratar
leishmaniose (Tiwari et al., 2018). E um medicamento promissor para o tratamento da
LTA, tendo se mostrado eficaz também no tratamento da LCL, podendo servir como
uma alternativa terapéutica eficaz e segura (Santiago et al., 2021; Oliveira, 2021).
Entretanto, devido a sua administracdo por via oral, pode ocasionar distlrbios
gastrotintestinais e toxicidade renal, o que leva o paciente & interrup¢ao prematura do
tratamento (Santiago et al., 2021).

A paromomicina (PMM) €& um antibiético aminoglicosideo possui atividade
antileishmania e anti bacteriana, entretanto, este medicamento ndo € uma boa opcao
para o tratamento de pacientes com leishmaniose por conta de sua baixa absorgao e
administracdo através de injecfes intramusculares (Capela; Moreira; Lopez, 2019;
Tiwari et al., 2018). A PMM é uma formulacdo parenteral de baixo custo que requer
trés semanas de administracéo intramuscular. Apresenta como efeitos adversos mais
comuns a nefrotoxicidade e a hepatotoxicidade (Hendrickxy et al., 2019).

Atualmente, ndo existe vacina para a prevencdo de leishmaniose humana
(Burza; Croft; Boelart, 2018). Diante da necessidade de descobrir um prot6tipo menos
téxico, de facil aplicacdo e com elevado potencial leishmanicida, diversas pesquisas
vém sendo realizadas na busca de encontrar novas moléculas e de medicamentos
que sejam eficazes com menos efeitos adversos e serem mais acessiveis (Franco et
al., 2021; Lima 2021; Capela; Moreira; Lopez, 2019).

2.6 Busca por novas alternativas de tratamento e a utilizagdo de produtos
naturais

A utilizacdo de produtos naturais acontece ha séculos pela humanidade e sdo
passados através do conhecimento popular (Hellmann; Marchezan; Velasquez, 2018).
Em muitos paises em desenvolvimento, uma grande parte da populagdo depende do
uso de plantas para tratar suas doencas e que fazem uso de ervas para fins
medicinais, sendo essa uma pratica antiga (Dias, 2018; Figueiredo et al., 2022;
Oliveira, 2021).



17

H& inimeros relatos na literatura de espécies que desempenharam alguma
atividade antileishmania. Eles fornecem uma base para a concepcéo e sintese de
moléculas derivadas que podem otimizar a atividade biolégica e minimizar efeitos
colaterais (Oliveira et al., 2021; Scotti et al., 2016; Souza, 2019). Assim, a extracao de
moléculas provenientes de plantas se mostra promissora, pois S0 compostos que
apresentam uma variabilidade quimica (estrutural e funcional), uma vez que permitem
uma maior flexibilidade e adaptacdo do vegetal ao estresse ambiental (Lima, 2021,
Barros et al., 2021).

Extratos vegetais contendo compostos ativos com atividade biolégica contra
espécies de Leishmania, vem sendo relatados por meio de testes realizados in vitro,
trazendo resultados de atividade leishmanicida apenas em formas promastigotas
(Oliveira, 2021; Boniface; Ferreira, 2019). De exemplo, tém-se os alcaloides extraidos
das cascas de caule de uma familia de angiospermas conhecida como Rutaceae, 0s
triterpenos, de folhas de Moraceae, os flavonoides extraidos da familia Leguminosae,
entre outras (Hellmann; Marchezan; Velasquez, 2018; Barros et al., 2021). Além
desses, outros compostos como as lignanas, taninos, terpendides e oxilipinas também
tiveram suas ag0des anti-Leishmania descritas (Oliveira, 2021).

O Brasil € reconhecido pela imensa diversidade biologica de sua flora e é
considerado um dos principais centros de diversidade genética para as espécies de
frutas no mundo (Souza, 2019). Assim, o uso de medicamentos derivados de seus
frutos secos vem para complementar a busca por novas terapias para a leishmaniose
tegumentar, servindo como alternativa as dificuldades encontradas nos tratamentos
atuais (Lima, 2021).

2.7 Plantas testadas para atividade antileishmania

2.7.1 Cariniana legalis (Lecythidaceae)

Conhecida popularmente como Jequitiba-rosa, a Cariniana legalis é considerada
a maior arvore da Mata Atlantica. Podendo atingir até 60 metros de altura, sua madeira
de alta qualidade possui utilizagéo para a construcao civil, na producéo de papel e na
fabricacdo de moveis (Flora, 2012). Suas cascas e folhas, sédo utilizadas para fins
medicinais, pois apresentam atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, adstringente

e despigmentante (Janovik, 2011; Vieira et al., 2022).
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Em estudos realizados com o extrato de folhas e cascas da C. legalis puderam
avaliar a sua atividade antimicrobiana e antifungica, nos quais demonstraram efeitos
contra os fungos Candida krusei e Candida parapsilosis, além da espécie Aspergillus
fumigatus e Aspergillus niger, também apresentou efeito bacteriostatico contra a
Escherichia colli. Em sua composi¢cdo, sao encontrados flavonoides, saponinas e
taninos (Janovik, 2011; Vieira et al., 2022).

2.7.2 Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae)

A Qualea grandiflora Mart., conhecida como Pau-terra, € uma das espécies
arboreas mais comuns no cerrado brasileiro (Almeida et al., 2021; Silva et al., 2021).
Caracterizada como uma arvore de pequeno porte, é utilizada na medicina popular
para o tratamento de diarreias, cdlicas intestinais, faringite e afec¢Bes cutaneas
(Almeida et al., 2021; Pereira, 2017; Gaspi et al., 2006). Em sua composi¢cdo sao
encontrados triterpenos, flavondides e polifendis, que justificam suas atividades
biolégicas (Silva et al., 2021; Carnevale Neto et al., 2013).

Diversos estudos envolvendo extratos da Q. grandiflora foram realizados, nos
quais foram relatados variados efeitos terapéuticos, como de efeito analgésico,
anticonvulsivante e anti-inflamatorio; mostrou eficacia no tratamento de Ulceras
gastricas e também no tratamento de feridas. Além disso, testes in vitro do seu extrato
demonstrou atividade anti-Trypanosoma cruzi, além de acdo antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa (Silva et al.,
2021; Cordeiro et al., 2017; Almeida et al., 2021; Gaspi et al., 2006).

2.7.3 Cedrela fissilis (Meliaceae)

A Cedrela fissilis € uma espécie amplamente distribuida pelo Brasil. Conhecida
popularmente como Cedro ou Cedro-rosa e podendo atingir até 40 metros de altura,
a espécie é uma valiosa fonte de madeira, sendo bastante utilizada economicamente.
Sua madeira leve a moderada, com boa durabilidade, € largamente usada na
confeccdo de moveis, na marcenaria e na construgdo civil, naval e aeronautica
(Ambrozin et al., 2006; Vovchuk et al., 2024; Flora, 2012; Leonardo et al., 2006).

Estudos realizados com a espécie relataram diversas atividades bioldgicas, nos
guais demostraram acao inseticida, antifingica, atividade antimalarica. Além disso, a

espécie Cedrela sp. apresentou atividade anti-Trichomonas vaginalis (Vovchuk et al.,
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2024; Silva et al., 2024; Leite et al., 2008; Ambrozin et al., 2006). Em sua composicao
foram encontradas acidos graxos, esterois, flavonoides e triterpenos, entre eles os
limonodides, substancia encontrada no 6leo essencial, responsavel pela atividade
inseticida (Nogueira et al., 2020; Vovchuk et al., 2024; Ambrozin et al., 2006).

2.7.4 Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae)

Conhecida popularmente como Perdba do campo, a Aspidosperma tomentosum
é uma espécie arborea tipica do cerrado brasileiro. E uma arvore ornamental, podendo
atingir de 6 a 8 metros, sendo muito utilizada no paisagismo. Sua madeira pesada é
empregada na construcdo e na confeccao de moveis e instrumentos musicais. (Aquino
et al., 2013; Flora, 2012; Oliveira, et al., 2011).

A espécie foi objeto de varios estudos ao longo dos anos para avaliar suas
atividades farmacoldgicas. O extrato etandlico da casca e caule apresentaram em sua
composicao, alcalbides e flavonoides que demonstraram as seguintes acoes: efeito
hipotensor, acdo analgésica e anti-inflamatoria e atividade antiproliferativa contra
células cancerosas (Pereira, 2017; Aquino et al., 2013; Dolabela et al., 2012; Oliveira
et al.,, 2011). Além disso, o extrato demonstrou atividade em experimentos in vitro
contra os fungos, Candida krusei e Cryptococcus neoformans e também contra o
protozoario da malaria, Plasmodium falciparum (Dolabela et al., 2012; Albernaz et al.,
2010).

2.7.5 Microlobius foetidus (Fabaceae)

Com o nome popular de Pau-alho, a Microlobius foetidus subsp. paraguensis
pertence a familia Fabaceae e ocorre na regido do Pantanal no estado do Mato Grosso
do Sul (Da Silva et al., 2014; Santos; Filho, 2001). Podendo atingir até 18 metros de
altura, a espécie € empregada em regides degradadas por desmatamento e
queimadas. Suas folhas produzem um forte odor de alho devido a presenca de 6leos
volateis, nos quais tem sua utilizacdo como repelente natural (Da Silva et al., 2014;
Silva et al.,, 2014). Alguns estudos relacionados com esses O6leos presentes
demonstraram atividade antineoplasica e alelopatica, além de acéo inseticida contra

Aedes aegypti, todos relatados na literatura (Da Silva et al., 2014).



20

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antileishmania spp de frutos secos em formas promastigotas

de Leishmania amazonensis por ensaios colorimétricos de viabilidade.

3.2 Objetivos Especificos

v Avaliar a atividade de antileishmania spp de extratos de frutos secos de Cariniana
legalis, Qualea grandiflora Mart., Cedrela fissilis, Aspidosperma tomentosum,
Microlobius foetidus em formas promastigotas de Leishmania amazonensis;

v' Avaliar a citotoxicidade em linhagem celular de fibroblastos de camundongos
NIH/3T3 dos extratos por meio de ensaios colorimétricos de resazurina para o
calculo da viabilidade;

v Calcular a concentracao inibitéria (Clso) e concentracdo citotéxica (CCs0) dos
extratos e de suas fracdes e 0s seus respectivos indices de seletividade.

4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e preparacéo de extratos

Os frutos secos foram coletados nas cidades de Campo Grande e Ladario, no
estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. Os materiais vegetais foram coletados e
identificados por especialistas e depositados no herbario da UFMS. As espécies
utilizadas nesse experimento foram: Cariniana legalis (Lecythidaceae), Qualea
grandiflora Mart. (Vochysiaceae), Cedrela fissilis (Meliaceae), Aspidosperma
tomentasum (Apocynaceae) e Microlobius foetidus (Fabaceae). No laboratério, os
frutos coletados tiveram a retirada do seu pericarpo e entdo foram secos em estufas
circulantes e pulverizados com um moinho de facas. Os materiais em pé foram
armazenados em vacuo, sem a presenca de luz na temperatura de 8°C até a sua
extracao.

Os extratos foram obtidos em contato com um solvente de etanol 70% por 24
horas. ApOs esse tempo, os materiais foram extraidos por percolacdo exaustiva

extraidos a uma taxa de 20 gotas por minuto. Esses extratos foram concentrados em
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um evaporador rotativo (BUchi® Rotavapor R-153) e entdo foram secos por
liofilizagdo. Dessa forma, foram obtidos extratos hidroetandlicos com os seguintes
rendimentos: C. legalis (10.1%), Q. grandiflora (2.9%), C. fissilis (1.6%), A.
tomentosum (18.2%), M. foetidus (13.9%). O procedimento para a obtengcdo dos
extratos foi realizado pela equipe do Laboratério de Produtos Naturais e
Espectroscopia de Massas (LAPNEM/ FACFAN/ UFMS), o qual gentilmente nos
cederam o material para analises de atividade bioldgica. Os extratos obtidos foram
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) estéril (Sigma-Aldrich) na concentracao de

25 mg/mL para o0 uso nos ensaios bioldgicos in vitro.

4.2 Manutencgéo de Leishmania amazonensis

Foram utilizadas para os experimentos as formas promastigotas da
Leishmania (Leishmania) amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/1967/PH8). Essas formas
do parasito foram cultivadas em repiques realizados semanalmente em estufa a 26°C
em meio de cultura Schneider (SigmaAldrich/EUA), contendo soro bovino fetal a 20%
(Cultilab/ Brasil), 10 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-
Aldrich/EUA) em garrafas de cultura de 25cm2 (Kasvi/Brasil). Além disso, foram
utilizadas promastigotas de L. amazonensis em fase logaritmica de crescimento para

0s experimentos de viabilidade.

4.3 Atividade antipromastigota

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8)
em fase logaritmica de crescimento em meio Schneider devidamente suplementado
foram distribuidas em placas de 96 pocos, contendo os extratos dos frutos secos nas
concentragcbes de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625 pg/mL que foram
testadas. As placas foram incubadas durante 48 horas a 26°C, depois, foram
adicionados 5 pL de solucao de resazurina 0,2 mg/mL (Sigma Aldrich/EUA) em cada
poco e, depois as placas foram incubadas por mais 4 horas a 26°C. Controles de
pocos com DMSO 2,5% (v/v) e anfotericina B (Sigma-Aldrich/EUA; 1,25, 2,5, 5 e 10
MM) também foram feitos, servindo como composto de referéncia. Apds 4 horas de
incubacédo a 26°C, foi feita a leitura da absorbancia dos pocos por espectrofotometria
a 570 e 600 nm (Thermo Multiskan GO — Thermo Scientific) no Laboratério de

Purificagdo de Proteinas e suas Funcdes Bioldgicas (LPPFB/FACFAN/UFMS). A
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viabilidade das células foi calculada baseando-se na formula fornecida no site do
fabricante AlamarBlue® (Bio-Rad), no qual, calcula-se a porcentagem de oxidacao de
cada célula evidenciada pela resazurina e obtida a partir de sua absorbancia. A

férmula para o calculo da viabilidade esta evidenciada na Equacéo 1, a seguir:

(02 x A1)— (01 x A2)
(02xP1) - (01xP2)

Equagdo 1: Diferenca de viabilidade (%) = x 100

No qual, o 01 corresponde ao coeficiente de extingdo molar (¢) da resazurina
oxidada em 570 nm, O2 o € da resazurina oxidada em 600 nm, A1 corresponde a
absorbancia do poco teste em 570 nm, A2 a absorbéancia do poco teste em 600 nm,
P1 a absorbancia do poc¢o controle sem tratamento em 570 nm e P2 a absorbancia do
poco controle sem tratamento em 600 nm. Os pogos controles que tiveram o meio de
cultura tiveram sua média considerada em 100% de viabilidade e assim o calculo de
viabilidade foi baseado na leitura dos controles. Os valores de concentracao inibitoria
(Cls0) para cada composto foram calculados usando uma curva de regressao dose-

resposta nao linear gerada por Prisma 5 (GraphPad Software, EUA).

4.4 Ensaio de citotoxicidade

As células de linhagem celular NIH/3T3 (ATCC CRL-1658, linhagem de
fibroblastos de camundongo) foram cultivadas em placas de 96 pocos (1x10°
células/mL) em meio 1640 RPMI (Sigma-Aldrich, EUA) e suplementado com SBF
(Soro bovino fetal) 10% (Cultilab/Campinas, Brasil), 10 Ul/mL de penicilina e 100
pHg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich/EUA) e aderidas durante a noite a 37° C e
5% CO2. O meio foi substituido por RPMI fresco com concentracdes dos extratos de
1000 a 15,625 pg/mL e incubado por 48 horas. Células tratadas com anfotericina B
(10-1,25 pM) serviram como referéncia para agdo antileishmania da droga. A
viabilidade das células foi testada pelo método colorimétrico da resazurina. As
absorbancias foram obtidas a 570 e 600 nm e a viabilidade celular foi calculada
utilizando a Equagédo 1 descrita na secdo 4.3. A concentragdo maxima citotoxica
(CCs0) de cada composto foi calculada por regresséo linear, plotando o 1og10 de cada
concentracdo de inibidor em relacéo a atividade percentual com o Prism 5 (GraphPad
Software, EUA) e, o indice de seletividade (IS), foi obtido entre a razdo de CCso e ICs0

de cada extrato.
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4.5 Analise dos resultados

Os experimentos foram realizados em triplicata e calculadas a média e o desvio
padrao para cada uma das determinacgdes. As variancias foram comparadas utilizando
o teste de analise de variancia (ANOVA), seguido de teste paramétrico “t”, com
intervalo de confianca de aproximadamente 95%. Os testes estatisticos foram
realizados com auxilio do GraphPad Prism 5.0. Seu nivel de significAncia se

estabeleceu em 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para avaliar a atividade antileishmania dos diferentes extratos de plantas
gue dao frutos secos, as amostras dos extratos foram diluidas em meio Schneider
devidamente suplementado, com concentragdes variando de 15,625 a 1000 pg/mL, e
incubadas com formas promastigotas de L. amazonensis por 48 horas a 26°C. Apos
esse periodo, a viabilidade das células foi avaliada por espectrofotometria pelo

meétodo da resazurina, e os resultados estdo na Figura 1.
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Figura 1: Atividade antileishmania dos extratos de frutos secos. Extratos de diferentes plantas que
produzem frutos secos foram incubados com formas promastigotas de L. amazonensis por 48 horas, e
a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — C. legalis, B — A. tomentosum, C — C. fissilis, D —
M. foetidus e E — Q. grandiflora. *, ** e *** significam p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente (One-
way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey).
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Podemos observar que, com excecao do extrato dos frutos de M. foetidus,
todos os extratos testados reduziram a viabilidade das formas promastigotas nas
concentracfes acima de 500 pg/mL em relacdo ao controle de viabilidade (CV, apenas
parasitos com meio de cultura). No entanto, essa reducao da viabilidade pareceu ser
mais evidente e dose-dependente para as amostras de A. tomentosum, C. fissilis e Q.
grandiflora. O extrato de C. legalis também reduziu a viabilidade dos parasitos nas

condicOes testadas, porém em menor grau.

Os extratos de frutos secos também foram avaliados quanto a citotoxicidade na
linhagem celular NIH/3T3, fibroblastos de camundongo. As células foram incubadas
com diferentes concentracdes dos extratos (de 15,625 a 1000 pg/mL) em meio RPMI
devidamente suplementado por 48 horas a 37°C e 5% de CO2. ApGs esse periodo, a
viabilidade das células também foi avaliada pelo método da resazurina, e 0s
resultados estéo ilustrados na Figura 2. Podemos observar que todos os extratos
apresentaram algum grau de citotoxicidade as células NIH/3T3 nas condicGes
testadas. Os extratos de A. tomentosum, C. legalis e M. foetidus foram citotéxicos
apenas nas concentracbes maiores (acima de 500 e acima de 250 pg/mL,
respectivamente). Ja os extratos de C. fissilis e Q. grandiflora foram citotéxicos a partir

de 62,5 e 125 pg/mL, respectivamente.
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Figura 2: Avaliagido da citotoxicidade dos extratos de frutos secos. Extratos de diferentes plantas que
produzem frutos secos foram incubados com fibroblastos da linhagem NIH/3T3 por 48 horas, € a
viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — C. legalis, B — A. tomentosum, C — C. fissilis, D — M.
foetidus e E — Q. grandiflora. *, ** e *** significam p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente (One-

way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey).

Para uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos de atividade
antileishmania e citotoxicidade, foi feita uma regressdo nao linear dos resultados
obtidos para o calculo das concentragBes inibitérias de 50% das células e
concentracdes citotdxicas de 50% das células (Clso e CCso, respectivamente). Além
disso, o indice de seletividade de cada amostra foi calculado a partir dos resultados

obtidos para Clso e CCs0. Todos esses resultados estao expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados de CI50, CC50 e indice de seletividade dos extratos

de frutos secos

Amostra Clso promas_tigotas L. CCso fibroblastos I'n_d_ice de
amazonensis (ug/mL) NIH/3T3 (ug/mL) seletividade (IS)
C. legalis > 1000 2147 <0,2
A. tomentosum 120,9 803,0 6,6
C. fissilis 67,2 78,7 1,2
M. foetidus > 1000 288,5 <0,3
Q. grandiflora > 1000 257,0 <0,3
ANFB 0,04 39,31 982,8

Clso: concentragao inibitéria de 50% nas células promastigotas; CCso: concentragéo citotoxica em 50%
das células NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razdo entre CCso e Clso; ANFB: anfotericina
B (em uM).

Observando os resultados das Figuras 1 e 2 e da Tabela 1, podemos notar que
os extratos de A. tomentosum e C. fissilis reduziram de forma significativa e dose
dependente a viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis nas condi¢cdes
testadas: tais amostras apresentaram reducéo da viabilidade do parasito nas maiores
concentracOes testadas de forma dose-dependente, e as Clso obtidas foram as

menores em relacdo aos demais extratos testados

Em relacao a citotoxicidade das amostras frente as células NIH/3T3, a maioria
apresentou CC50 acima de 200 pug/mL, e somente o extrato de C. fissilis apresentou
CC50 abaixo desse valor, sendo de 78,7 pg/mL. Ja o indice de seletividade (IS) de
cada extrato foi obtido pela razdo da CCso pela Clso de cada amostra, e encontra-se

na Tabela 1. Quanto maior o IS, maior a seletividade de uma amostra em reduzir a
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viabilidade da célula dos parasitos do que das células de mamiferos testadas (Bezerra
et al., 2021); Dessa forma, o extrato de A. tomentosum foi a amostra que apresentou
a maior seletividade (IS de 6,6), seguida por C. fissilis (IS de 1,2). As demais amostras,
como apresentaram um ICso0 estimado acima de 1000 pg/mL, demonstraram baixa
seletividade. E interessante observar também os resultados obtidos para a
anfotericina B, farmaco de segunda escolha para o tratamento de leishmanioses:
apesar de ser bastante toxica para as células da linhagem NIH/3T3 (CCso de 39,31
HUM), esta € bastante ativa contra o parasito (Clso de 0,04 uM), o que se reflete num IS
de 982,8. Esse resultado pode variar bastante de acordo com as cepas de Leishmania,
as linhagens celulares e as condi¢cdes usada em cada experimento (Torres-Guerrero
et al., 2017). Apesar de se tratar de um experimento in vitro, os efeitos toxicos da
anfotericina B para os pacientes sdo bem conhecidos (Fermiano et al., 2024).

De certa maneira, o indice de seletividade é um parametro fundamental na
pesquisa de produtos naturais e substancias promissoras na criacdo de
medicamentos antiparasitarios. Ele assegura que o composto demonstra atividade
especifica contra o parasita, sem apresentar efeitos citotoxicos ao organismo
hospedeiro (Balafia-Fouce et al., 2019; Gomes et al., 2014). Uma alta seletividade &
um bom critério para elegibilidades de substancias efetivas para o tratamento (Balafia-
Fouce et al., 2019; Oryan, 2015). Segundo a literatura, um farmaco antileishmania ou
um composto natural é seguro quando seu indice de seletividade é maior que 10
(Gervazoni et al., 2020; Oryan, 2015). Se considerarmos os resultados obtidos, todos
0s extratos analisados apresentaram indices abaixo dessa faixa. No entanto, esses
sdo dados inéditos na literatura para essas espécies e ha a possibilidade de
fracionamento dos extratos em ensaios futuros de viabilidade, o que possibilita novas
perspectivas para a pesquisa de compostos que tenham atividade contra a

Leishmania.

Outro estudo realizado com extrato do caule de Aspidosperma tomentosum
obteve significativa atividade antileishmania. Neste estudo, foi realizado o extrato do
caule em dois solventes, acetato de etila e metanol, no qual foi observado atividade
tanto para a forma promastigota, quanto para amastigota da espécie L. infantum. No
qual, obtiveram um IS de 104 para a forma promastigota e de 63 para amastigota
(Paula et al., 2019). Extratos envolvendo a raiz também apresentaram atividade contra
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o os fungos Candida krusei e Cryptococcus neoformans, além de atividade contra
Plasmodium falciparum, o protozoario da maléaria (Dolabela et al., 2012; Albernaz et
al., 2010). Em sua casca e caule foram encontrados alcaldides e flavondides,
componentes esses que poderiam explicar suas atividades bioldgicas (Paula et al.,
2019; Oryan, 2015).

Extratos envolvendo diferentes partes de Cedrela fissilis demonstraram
atividades bioldgicas contra os protozoarios Plasmodium falciparum (Nogueira et al.,
2020) e Trypanossoma cruzi (Vovchuk et al., 2024), além de acao inseticida (Nogueira
et al., 2020). Ja foram isolados, entre os componentes dessa espécie, acidos graxos,
esterdis, flavondides e triterpenos, entre eles os limondides, uma substancia muito
presente na familia Meliaceae, obtida a partir do 6leo essencial de C. fissilis e que ja
demonstrou em estudos in vitro uma relativa atividade antileishmania contra a espécie
L. infantum (Vovchuk et al., 2024; Ngnoung et al., 2024). Além disso, 6leos essenciais
obtido das folhas de Qualea grandiflora Mart. demonstraram atividade antileishmania,
especificamente contra a espécie L. amazonensis, a mesma espécie deste estudo
(Chang et al., 2020).

Um estudo realizado por Leonel, B. (2022), com extratos de frutos secos das
cinco plantas utilizadas neste estudo, avaliou suas atividades contra Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, tendo os extratos de Cedrela fissilis, Microlobius
foetidus, Q. grandiflora Mart. demonstrado inibicdo na formacdo de biofiime da
bactéria S. aureus. Ha diversos relatos na literatura sobre as atividades biol6gicas
desempenhadas por essas espécies e seus metabdlitos secundarios, no entanto, o
fracionamento dos extratos testados e pesquisas com diferentes cepas do parasita,

podem servir como base para novas perspectivas no tratamento da leishmaniose.

6. CONCLUSAO

No geral, entre os cinco extratos avaliados, apenas dois deles foram
considerados ativos contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis. As
espécies Aspidosperma tomentosum e Cedrela fissilis apresentaram resultados
promissores contra promastigotas, tendo seus extratos demonstrado maior
seletividade, dentre todos extratos testados. Esse resultado de atividade bioldgica €

inédito para essas espécies. No entanto, experimentos adicionais podem ser
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realizados com outras cepas de Leishmania e demais fracionamentos dos extratos,

para se obter uma maior elucidacéo da atividade biol6gica dessas espécies.
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