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RESUMO 

A farmacoterapia atual para o tratamento da leishmaniose apresenta efeitos colaterais 

graves, como também, resistência aos fármacos. Espécies como Amburana cearensis A.C. 

Smith (cumaru) uma árvore da caatinga, cujo extrato e/ou moléculas têm mostrado 

propriedades anti-inflamatória, antioxidante e antiparasitária podendo apresentar-se como 

fonte em potencial para novos tratamentos. Diante do exposto, no presente estudo avaliou-se 

o efeito leishmanicida in vitro e in vivo de metabólitos secundários isolados da A. cearensis 

na infecção por L. braziliensis. Para tanto o extrato seco (spray dryer) padronizado por 

CLAE-DAD-PDA (marcadores/ AV: 1,613 mg/g, AMB: 48,573 mg/g, CUM: 15,118 mg/g) 

fração fenólica de A. cearensis (ESAC e FFAC, respectivamente) e constituintes químicos - 

cumarina (CUM), amburosídeo A (AMB), ácido vanílico (AV) foram adicionados à 

suspensão de promastigotas por até 48h, e mensurado o efeito antipromastigota pela análise 

microscópica com Trypan Blue. Para avaliar o efeito contra as formas amastigotas, foram 

utilizados macrófagos Raw 264.7 infectados com L. braziliensis e tratados ou não com 

CUM (10, 25,50,10 g/mL). Foi avaliado a citotoxicidade dos fármacos pelo ensaio de 

MTT, carga parasitária e dosagem de citocinas após 24 e 48h de infecção. Para ensaios in 

vivo foram avaliados a espessura da lesão e carga parasitária (lesão e linfonodo drenante-

LN), para isso Hamsters (Mesocricetus auratus; n=24) foram infectados com 107 

promastigotas de L. braziliensis na orelha. Após o aparecimento das lesões, os animais 

foram tratados com Antimônio ou CUM. Embora todos os metabólitos avaliados tenham 

apresentado efeito anti-promastigota após 48h de incubação, a CUM e o ESAC, 

demonstraram melhor inibição na redução dos parasitos (100ug/mL: 57,3% ± 3,54%; 40,44 

± 3,97 %) respectivamente. A CUM não apresentou citotoxicidade, no entanto o ESAC 

apresentou-se tóxico e por isso apenas a CUM foi eleita para continuidade dos 

experimentos.  Contra as formas amastigotas, a CUM (100µg/mL) reduziu a carga 

parasitária intracelular em 24 e 48h de incubação (redução máxima: 49% ± 2,517%) 

acompanhada por um aumento na produção de NO (100ug/mL/48h: 114,2 µmol/L). 

Observou-se aumento dos níveis de TNFα e IL-10 e diminuição da produção de IL-4. Nos 

experimentos in vivo, CUM administrado via oral reduziu a espessura da lesão, a carga 

parasitária no sítio da lesão e protegeu a disseminação da doença para o linfonodo, 

comparados ao controle não tratado. Diante dos resultados obtidos, a CUM mostrou um 

efeito leishmanicida promissor em animais infectados com L. braziliensis, sendo capaz de 

induzir o controle da lesão, sugerindo que isso possa ocorrer em função da diminuição da 

carga parasitária bem como uma modulação da resposta imune com indução de  um perfil 



 
 

de resposta Th1 (aumento de TNF-α e IL-12) e aumento de citocinas anti-inflamatória (IL-

10), proporcionando assim um microambiente favorável para o controle da parasitemia 

intracelular em macrófagos infectados por L. braziliensis.  

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, Citocinas, Amburana cearensis, Caatinga. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The actual pharmacotherapy for the treatment of leishmaniasis has serious side 

effects, as well as cases of drug resistance. Species such as Amburana cearensis A.C. 

Smith (cumaru), a caatinga tree, whose extract and / or molecules have shown anti-

inflammatory, antioxidant, antiparasitic properties can be a potential source for new 

treatments. The present study evaluated the leishmanicidal effect in vitro and in vivo 

of secondary metabolites isolated from A. cearensis in infection by L. braziliensis. 

The dry extract (spray dryer) standard HPLC-PDA (markers / CM: 48.573 ± 0.2674 

mg / g and AMB: 15.118 ± 1.1181 mg / g), phenolic fraction of A. cearensis (ESAC 

and FFAC, respectively) and chemical constituents - coumarin (CUM), amburoside A 

(AMB), vanillic acid (AV) were added to the suspension of promastigotes for up to 48 

hours, and the antipromastigote effect was measured by microscopic analysis with 

Trypan Blue. To evaluate the effect against amastigote forms Raw 264.7 macrophage 

infected with L. braziliensis was treated or not with CUM (10, 25,50,10 μg / mL). The 

cytotoxicity of the drugs was evaluated by the MTT assay, parasitic load and cytokine 

dosage after 24 and 48 hours of infection. For in vivo tests, lesion development and 

parasitic load (lesion and lymph node-LN) were evaluated, for which Hamsters 

(Mesocricetus auratus; n=24) were infected with 107 promastigotes of L. braziliensis 

in the ear. After the appearance of the lesions, animals were treated Antimony or 

CUM. All estudied metabolites showed anti-promastigote effect after 48h of 

incubation, however the CUM, showed better inhibition after 24h of incubation with 

reduction (100ug / mL: 57.3% ± 3.54%). The effect of CUM was not related to 

cytotoxicity. CUM (100ug / mL) reduced the intracellular parasitic load in 24 and 48h 

of incubation (maximum reduction: 49% ± 2.517%) accompanied by an increase in 

NO production (100ug / mL / 48h: 114, 2 µmol / L). There was an increase in TNFα 

and IL-10, levels and a decrease in the production of IL-4. Regarding the vivo 

experiments, CUM administered orally reduced the thickness of the lesion, the 

parasitic load at the lesion site and prevented the spread of the disease to the lymph 

node, compared to the untreated control. In view of the results obtained, CUM 

showed a promising leishmanicidal effect in animals infected with L. braziliensis, 

being capable to induce the control of the lesion, suggesting that this may occur due to 

the decrease in the parasitic load as well as a modulation of the immune response with 

induction of a Th1 response profile (increased TNF-α and IL-12) and increased anti-

inflammatory cytokines (IL-10), thus providing a favorable microenvironment for the 

control of intracellular parasitemia in macrophages infected with L. braziliensis. 

Keywords: Leishmania braziliensis. Cytokines, Amburana cearensis, Bioprospecting, 

Caatinga 
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1.INTRODUÇÃO  

A leishmaniose tegumentar (LT) se expandiu ou surgiu em vários focos em todo o 

mundo, nos últimos anos, devido a fatores climáticos ou humanos (por exemplo, 

desmatamento e urbanização). Apesar dos casos de leishmaniose nas Américas terem 

diminuído, nas áreas do nordeste do Brasil, onde a L. braziliensis é endêmica, o número de 

notificações vem aumentando nas últimas décadas. O aumento da incidência de LT em 

expansão geográfica é uma preocupação significativa para a saúde pública (LEWNARD et 

al., 2014; SOARES et al., 2017). 

Na ausência de uma vacina eficaz, o controle da doença é baseado em 

quimioterapia. Os medicamentos utilizados como primeira escolha no tratamento contra as 

leishmanioses, ainda continuam sendo os antimoniais pentavalentes, que apresentam alta 

toxicidade, ocorrência de falha terapêutica na forma mucosa e o surgimento de cepas 

resistentes a esse tratamento. A utilização da anfotericina B, paramomicina, e miltefosina 

como medicamentos de segunda escolha no tratamento das leishmanioses, também 

demonstram efeitos colaterais como a teratogenicidade, além de serem caros e 

demandarem um tratamento de longo tempo (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; 

ALCÂNTARA et al.,2018). Deste modo, é relevante estudos que viabilizem novas drogas 

e estratégias terapêuticas anti-Leishmania e de baixa toxicidade para o paciente. 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), as espécies vegetais são 

uma opção para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos que tenham uma relativa 

segurança e uma boa relação custo-benefício para vários problemas de saúde (WHO, 

2016). As plantas nativas de uma região podem ser mais viáveis em custo que as drogas 

químicas, podendo ser uma vantagem para os países em desenvolvimento, onde a 

leishmaniose é endêmica (BEKHIT et al., 2018).  

Dentre as espécies do Nordeste brasileiro destaca-se a Amburana cearensis A.C. 

Smith (sin. Torresea cearensis Fr. All), uma árvore típica do semi-árido, bastante utilizada 

na medicina popular, na preparação de “lambedores” caseiros para tratamento de afecções 

respiratórias (CARVALHO et al., 1994; LORENZI; MATOS, 2008). Estudos 

farmacológicos do extrato hidroalcoólico da casca, do caule e de alguns constituintes 

químicos (cumarina, o isocampferídio e o amburosídio A) da A. cearensis já demonstraram 

atividades analgésica, broncodilatadora, anti-inflamatória e antiparasitária (leishmanicida) 

(LEAL et al., 1998a; LEAL et al., 2003a; LEAL et al., 2006; BRAVO et al., 1999). 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Epidemiologia 

A leishmaniose é uma doença parasitária antropozoonótica considerada 

negligenciada, endêmica em 102 países, afetando cerca de 2 milhões de pessoas por ano 

(MOLAIE et al., 2019a; GLANS et al., 2018; WHO, 2017).  Estima-se que haja atualmente 

12 milhões de pessoas infectadas, atingindo países na Europa, Ásia, África e América, com 

um número anual de incidência de 1 a 1,5 milhões de casos e 20.000 a 30.000 mortes 

anualmente, com 1 bilhão de pessoas em exposição de acordo com a Organização Mundial 

da Saúde (OMS), tornando-a uma das mais importantes doenças infecciosas em todo o 

mundo (WHO, 2017) (Figura 1).  

O termo “doença negligenciada” tem sido utilizado para se referir a um conjunto de 

agravos infecciosos e parasitários endêmicos em populações de baixa renda, localizadas, 

sobretudo na África, Ásia e Américas. Uma doença é negligenciada pelo modo como é 

tratada na saúde, pela ausência de investimento em novas pesquisas, nos serviços, no 

desenvolvimento tecnológico e de produtos. O negligenciamento de uma doença evoca o 

discurso de segregação, periferia e esquecimento, seja pelos governos, pelos sistemas de 

saúde e pela indústria farmacêutica, e significa também, de forma concomitante, o 

negligenciamento das populações vitimadas por estes agravos. Esse negligenciamento das 

populações está intrinsicamente ligado à pobreza, realidade de um sexto da população 

mundial (ARAUJO, MOREIRA, AGUIAR, 2013; TAYLOR et al., 2011). 

A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave de leishmaniose e mais de 90% 

dos casos ocorrem em apenas alguns países, incluindo Índia, Brasil, Etiópia, Somália, 

Quênia e Sudão. Estima-se que quase todas as mortes por leishmaniose sejam decorrentes 

dessa forma da doença, pois sem tratamento, a LV é fatal em mais de 95% dos casos 

(STEVERDING, 2017; THAKUR et al.,2018).  

A leishmaniose cutânea (LC) é a manifestação mais comum da doença, com 

aproximadamente 0,7-1,3 milhão de novos casos a cada ano (Figura 1). Com prevalência 

nas Américas, na bacia do Mediterrâneo, no Oriente Médio e na Ásia Central, 

aproximadamente dois terços dos casos estão concentrados no Afeganistão, Argélia, Brasil, 

Colômbia, Irã e Síria (AKHOUNDI et al.,2016; THAKUR et al.,2018; STEVERDING, 

2017).  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akhoundi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26937644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
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Figura 1-Status de endemicidade da leishmaniose cutânea, em todo o mundo, 2016 

 

     FONTE: (WHO, 2016) 

 

A partir da história da leishmaniose, fica claro que a evolução da doença está 

intrinsecamente ligada à atividade humana, esta doença transmitida por vetores é uma 

infecção emergente que está se adaptando às mudanças nos ambientes e se espalhando para 

novas regiões geográficas. O aumento do número de casos de leishmaniose observado nos 

últimos 25 anos em todo o mundo se deve a vários fatores: a globalização e as mudanças 

climáticas e fatores humanos (por exemplo, desmatamento, urbanização, migração)  que 

contribuem para a disseminação da leishmaniose em áreas não endêmicas (STEVERDING, 

2017). Com a migração maciça de refugiados, nas últimas décadas, o número de casos de 

leishmaniose em viajantes aumentou, há também evidências de que o aquecimento global 

levará a uma extensão da distribuição de flebotomíneos, vetores das leishmanioses, mais ao 

norte do globo, o que poderia resultar na transmissão de leishmaniose em regiões que até 

então não eram endêmicas (CLABORN, 2010; MAGILL et 

al.,1993;BURZA,CROFT,BOELAERT, 2018).  

Um desenvolvimento importante na epidemiologia da leishmaniose é a forma 

"urbana" emergente da doença. Na Ásia, a leishmaniose urbanizada é geralmente 

identificada com transmissão antroponótica da doença cutânea, em que o homem é a única 

fonte de infecção para o vetor (SINGH; SUNDAR, 2012; CLABORN.,2010). No Brasil a 

https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of_endemicity_of_CL_worldwide_2016_with_imported_cases.pdf?ua=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
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LV urbana também foi documentada e já está presente em grandes centros urbanos do país 

(CLABORN.,2010).  

No Brasil, entre 1990 e 2012, 260.573 casos da doença foram notificados, contudo, 

o número de pessoas acometidas pela doença pode ser ainda maior devido as sub 

notificações (SILVA et al., 2013). Especificamente no Brasil, o Ministério da Saúde relata 

uma incidência anual de cerca de 28.000 casos (SOUZA et al., 2010; COSTA et al., 2014; 

SANTOS et al., 2014). Nos últimos 10 anos foram notificados 218.281 casos de LC no 

país desses 17.528 apenas em 2017 com 15 óbitos decorrentes da LC (BRASIL, 2019). O 

Brasil abrange o maior número de casos de LC na América do Sul, apresentando 1.488 

municípios endêmicos para a doença, com 97 milhões de habitantes sob o risco até 2016 

(WHO, 2017). 

A LC causada por L. braziliensis é um importante problema de saúde pública no 

Brasil, principalmente nos estados do Maranhão, Ceará e Bahia, os quais apresentam os 

maiores coeficiente de detecção com 3.914 casos notificados em 2017 (BRASIL, 2019; 

LEWNARD et al., 2014). A falta de compreensão do comportamento do inseto vetor da L. 

braziliensis tem dificultado esforços para o controle da LC no país. No entanto, assim 

como para outras infecções transmitidas por vetores, variações na precipitação de chuvas e 

temperatura podem estar associadas a surtos em determinadas regiões (LEWNARD et al., 

2014). O estado do Ceará destaca-se devido a sua alta concentração de casos de LC, com 

313 casos notificados em 2017 sendo, portanto, considerado área de importância 

epidemiológica (BRASIL, 2019; SOUZA et al; 2010).  

 2.2 As Leishmanioses 

As leishmanioses têm como agentes causadores protozoários intracelulares do 

gênero Leishmania, pertencentes à família Trypanasomatidae, ordem Kinetoplastidea e 

agrupa espécies digenéticas com dois hospedeiros estão envolvidos: um mamífero que 

pode ser humano, canino, roedor ou outro e um inseto vetor (flebotomíneos) 

(AKHOUNDI et al.,2016; MAGILL et al.,2010; STEVERDING, 2017). São encontradas 

duas formas evolutivas principais: a forma promastigota que apresenta flagelo alongado e 

se desenvolve no trato digestivo dos hospedeiros invertebrados e é transmitida ao 

hospedeiro mamífero durante o repasto sanguíneo e a forma amastigota, arredondada, sem 

flagelo livre, parasita intracelular obrigatório de células do sistema mononuclear 

fagocitário (SFM) dos hospedeiros vertebrados (ALCOLEA et al.,2019; SANTOS et al., 

2014). A transmissão ocorre pela picada de insetos vetores flebotomínios fêmeas 

infectadas (ELMAHALLAWY et al., 2014; STEVERDING, 2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akhoundi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26937644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
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A leishmaniose é uma doença que acompanha o homem desde a antiguidade, a 

existência de espécies do tipo Leishmania datam de tempos pré-históricos de 100 milhões 

de anos, documentada no trato alimentar de um inseto fossilizado. Assim como existem 

descrições de lesões da “ferida do Oriente” na biblioteca do rei assírio Assurbanipal século 

7 A.C. Documentos médicos egípcios antigos relatam uma condição de pele, conhecida 

como "Espinha do Nilo", que supostamente se refere a leishmaniose cutânea (LC).  

(STEVERDING, 2017).  

Nas Américas, foram encontradas cerâmicas com figuras humanas mutiladas, hoje 

se sabendo como reminiscência de leishmaniose mucocutânea (LMC), mas que por alguns 

anos foram confundidas com a apresentação clínica da hanseníase (CARVALHO, 

FERREIRA, 2001; STEVERDING, 2017). 

Os parasitas de Leishmania do Novo Mundo foram descritos pela primeira vez em 

lesões de pele de pacientes com “úlceras de Baurú” (São Paulo – Brasil), em 1909. Em 

1911, o cientista brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna (1885–1914), estudando espécies de 

Leishmania obtidos de uma lesão de pele, descreveu uma nova espécie que recebeu o nome 

de Leishmania braziliensis (GOMES et al., 2014; STEVERDING, 2017). 

O ano de 2012 representou um marco na história da leishmaniose, pois foi 

comemorado o centenário do anúncio da descoberta do tratamento por Gaspar Vianna, 

assumindo grande importância, se considerarmos que o tratamento atual de primeira 

escolha para a doença ainda são os antimoniais, descobertos por ele, em 1912 (GOMES et 

al., 2014). 

O gênero Leishmania vem sendo classificado e redividido, inicialmente uma 

classificação binomial de acordo com os aspectos epidemiológicos, distribuição 

geográfica, e síndrome clínica associada da doença. As espécies de Leishmania são 

classificadas, portanto, em espécies causadoras de leishmaniose no Velho Mundo (sul da 

Europa, bacia do Mediterrâneo, Oriente Médio, Ásia e África) e espécies causadoras de 

leishmaniose no Novo Mundo (América Latina) (MANSUETO et al., 2014). E desde 1970, 

a classificação desses protozoários vem avaliando suas características intrínsecas 

(imunológicas, bioquímicas e moleculares). Um marco foi o sistema apresentado por 

Lainson e Shaw em 1987, que dividiu em dois subgêneros, L. ( Leishmania ) para a secção 

Suprapylaria (crescimento no intestino médio do flebotomíneo) e L. ( Viannia ) para a 

seção Peripylaria (crescimento no intestino posterior do flebotomíneo) (AKHOUNDI et 

al.,2016).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akhoundi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26937644
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O gênero Leishmania inclui um grande número de espécies causadoras de 

leishmaniose, que diferem em distribuição geográfica, apresentação clínica, risco associado 

de complicações e resposta ao tratamento (BALASEGARAM et al., 2012) (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Espécies de Leishmania causadoras de leishmaniose em humanos  

 VELHO MUNDO NOVO MUNDO 

                    SUBGÊNERO SUBGÊNERO 

 

 

 

 

 

 

 

 

LEISHMANIOSE 

TEGUMENTAR 

Leishmania Mundinia Viannia Leishmania 

L. aethiopica  

L. martiniquensis 

L. braziliensis# 

 
 

L. amazonensis# a 

L.major L. guyanensis# 

  

L. mexicana a 

L. tropica  L. lainsoni 

  

L. venezuelensis 

 L. lindenberg 

  

L. waltonia a 

L. naiffi 

  

 

L. panamensis# 

 
 
L. pevuviana# 

 
 
L. shawi 

  
 

LEISHMANIOSE 

VISCERAL 

L. donovani 

L. tropica* L. infantum/chagasi 

* Doença atípica; # Causadores da forma LCL e LMC; a Causadores da forma LCL e LCD (STEVERDING, 2017 

adaptado). 

Após a hematofagia do flebotomíneo infectado, a forma promastigota metacíclica é 

inoculada na derme do hospedeiro vertebrado. Estas promastigotas são fagocitadas 

pelas células fagocíticas circulantes, como neutrófilos e macrófagos e se transformam na 

forma de vida intracelular obrigatória, amastigota. As amastigotas, então, se replicarão 

intracelularmente nas células fagocíticas nos chamados fagolisossomos e serão liberadas 

para o tecido para infectar novas células. O ciclo de vida se completa quando o 

flebotomíneo se infecta com o parasito, ao se alimentar nos hospedeiros mamíferos 

infectados, no intestino do inseto vetor, a forma amastigota se transforma em promastigota 

procíclica e passa por várias modificações até atingir a forma promastigota metacíclica, 

infectante para o hospedeiro vertebrado (Figura 2) (SAHA, MUKHOPADHYAY, 

CHATTERJEE, 2011; STEBUT, 2007; SOUZA et al., 2010; RIBEIRO et al.,2014). 

A infecção por Leishmania apresenta um amplo espectro de manifestações clínicas, 

destacando-se as três formas clínicas principais: leishmaniose cutânea localizada (LCL), 

leishmaniose mucocutânea (LMC) e leishmaniose visceral (LV) (GLANS et al., 2018). 

Outras manifestações clínicas, variações dessas principais, também são descritas como: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balasegaram%20M%5Bauth%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/phagocyte
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/phagocyte
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/neutrophil
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leishmaniose cutânea difusa (LCD), leishmaniose disseminada (LD) e leishmaniose 

dérmica pós-kala-azar (LDPK) (CLABORN,2010). Outros fatores como a genética e 

estado imunológico do hospedeiro podem ainda interferir na forma de apresentação clínica, 

assim como também, na progressão da doença (KALANTARI et al., 2014; RIBEIRO et 

al.,2014; SCORZA et al.,2017). Enquanto no Velho Mundo as espécies causam formas 

benignas e com frequência autolimitadas, no Novo Mundo, as manifestações de LC vão 

desde formas mais brandas, com lesão única, até formas mais graves, com 

comprometimento mucoso (SOUSA et al., 2009). 

Figura 2: Ciclo de vida da Leishmania sp 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HARHAY et al., 2011 adaptado 

Mais recentemente, a leishmaniose está cada dia diversificada e é relatada a partir 

de novas localizações geográficas com manifestações atípicas incomuns da doença e com 

novas variantes de parasitas (THAKUR et al., 2018).  

Os únicos hospedeiros invertebrados, responsáveis pela transmissão da 

leishmaniose, são as fêmeas de insetos hematófagos conhecidos como flebotomíneos. 

Esses insetos pertencem a família Psychodidae, subfamília Phlebotominae, ordem Diptera 

(MAGILL et al.,2010). No Velho Mundo, a leishmaniose é transmitida por flebotomíneos 

pertencentes ao gênero Phlebotomus (42 espécies são relatadas como comprovadas), nas 

Américas, as espécies de Leishmania, são transmitidas principalmente por flebotomíneos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalantari%20H%5Bauth%5D
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pertencentes ao gênero Lutzomyia (56 espécies são relatadas como comprovadas) 

(CARVALHO, FERREIRA, 2001; MAGILL et al.,2010; STEVERDING, 2017). 

A saliva do inseto, inoculada durante o repasto sanguíneo favorece o fluxo de 

sangue pois, possui componentes biológicos que atuam como anticoagulante, vasodilatador 

e antiplaquetário, além de apresentarem atividades químiotática e imunorreguladora para o 

rápido recrutamento de neutrófilos e macrófagos, impedindo a ação efetora dessas células 

na destruição dos parasitos (NOVOA et al., 2011; SCHROEDER et al., 2013). 

A falta de uma vacina eficaz, efeitos colaterais e dificuldades associados ao 

tratamento da doença servem para enfatizar a importância do controle desses vetores na 

prevenção da leishmaniose (STEVERDING, 2017). 

A LV é a forma sistêmica da doença que afeta os órgãos internos, particularmente o 

baço, o fígado e a medula óssea, que pode ser fatal se não for tratada, à medida que as 

vítimas progridem com febre, mal-estar e perda de peso associadas a anemia, 

hepatomegalia e esplenomegalia (AKHOUNDI et al., 2016; CLABORN,2010).  

A LC é uma doença infecciosa, espectral da pele e das mucosas, não contagiosa, 

caracterizada por lesões na pele, com evolução que podem ir da auto-cura à cronicidade 

causada por diferentes espécies de Leishmanias, afetando além do homem outros animais 

silvestres e domésticos (BASANO et al.,2004; RODRIGUES et al., 2006; COSTA et al., 

2014; BEKHIT et al., 2018). 

Na ausência de complicações, a LC não causa morte, mas causa lesões debilitantes, 

que podem evoluir para manifestações graves, se o tratamento não for iniciado 

precocemente no curso clínico. Estas tendências são problemáticas porque esquemas 

quimioterápicos atuais para leishmaniose têm eficácia limitada, devido uma proporção 

crescente de resistência ao tratamento de primeira linha, os antimoniatos pentavalentes 

(LEWNARD et al.,2014). 

A LCL é a manifestação clínica mais prevalente da leishmaniose, geralmente não 

fatal, mas pode ser socialmente estigmatizante. Apresenta-se com uma lesão primária no 

local da picada do inseto vetor e frequentemente se desenvolve em uma úlcera circunscrita 

com base granulomatosa e bordas hipertróficas elevadas. As lesões são capazes de cura 

espontânea sem tratamento em muitos casos, no entanto, a resolução pode levar vários 

meses a anos e resulta na formação de uma cicatriz permanente (CLABORN,2010; 

RODRIGUES et al., 2006; NÉRIS et al., 2013). A resolução da lesão não corresponde a 

uma cura parasitológica, pois parasitas ou DNA destes podem ser encontrados nas 

cicatrizes ou linfonodos de pacientes curados, anos após o sucesso do tratamento com cura 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akhoundi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26937644
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clínica. Essa propensão dos parasitas a persistir em tecidos saudáveis pode ter implicações 

para muitas das outras formas de leishmaniose cutânea (CHRISTENSEN et al.,2016; 

SCORZA., 2017). 

 A LMC pode ocorrer como uma complicação da LC mais prevalente na América 

do Sul, a forma mucosa pode ocorrer simultaneamente ou meses-anos após a resolução das 

lesões primárias, sugerindo persistência de organismos latentes no organismo. As áreas 

afetadas podem incluir a mucosa nasal, palato mole, faringe, laringe, lábios ou bochechas e 

raramente a traqueia ou genitália e pode resultar em grave mutilação. Os danos podem ser 

graves o suficiente para causar a morte por desnutrição e pneumonia respiratória aguda 

(CLABORN, 2010; CHRISTENSEN et al.,2016). A LMC é mais difícil de tratar do que o 

LCL, exigindo frequentemente terapia secundária e os principais fatores de risco 

conhecidos para a evolução dessa manifestação clínica incluem sexo (masculino > 

feminino), aumento da idade, desnutrição, tamanho e número de lesões LC e terapia 

inadequada (SCORZA.,2017; STEVERDING, 2017). 

  A LCD é uma forma rara, mas grave, caracterizada pelo desenvolvimento de 

múltiplas lesões satélites não ulceradas que podem coalescer em placas que cobrem 

grandes áreas da pele, podendo se assemelhar a hanseníase lepromatosa. As lesões são de 

natureza predominantemente nodular ou papular e que contêm uma abundância de 

parasitos. Acredita-se que essa não ulceração e o crescimento descontrolado de parasitos 

na LCD sejam uma consequência de uma resposta imune celular anérgica do hospedeiro 

(CLABORN, 2010). Essa forma cutânea não tem cura espontânea com o tempo, e recaídas 

e infecções crônicas são comuns (CHRISTENSEN et al.,2016; SCORZA.,2017). 

Também pode ocorrer, embora de forma mais rara, a invasão do parasita na 

corrente sanguínea, resultando em lesões cutâneas disseminadas LD apresentando-se 

altamente prevalente em algumas regiões geralmente em pacientes imunossuprimidos, 

apresentando inúmeras lesões acneiformes, envolvendo, principalmente, face e tronco 

(SOUSA et al., 2006). A LD é caracterizada por um elevado número de lesões 

pleomórficas, uma mistura dos tipos acneiforme, papular, nodular e ulcerado, em duas ou 

mais regiões anatômicas não contíguas. A metástase parasitária do local original da 

infecção na LD é rápida e com amplitude na disseminação, ocorrendo geralmente em 

semanas ou até dias após a formação inicial da lesão sugerindo o envolvimento da corrente 

sanguínea na disseminação do parasita. (SCORZA., 2017). 

Pelo menos cinco espécies de parasitas estão associadas à 

LCL: L. braziliensis e L. mexicana no Novo Mundo, e L.tropica, L. major e L. etiopica são 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
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os agentes etiológicos predominantes no Velho Mundo. A LCD é frequente com infecções 

causadas por L. amazonensis levando a infecções crônicas (MANSUETO et al., 2014). A 

LCM é geralmente associada a infecções no Novo Mundo ao complexo L. (Viannia) 

braziliensis que causa LCL, LCM e LD conforme a associação clássica de espécies 

específicas de parasitas com resultados clínicos distintos (CLABORN,2010). 

No Ceará, as formas tegumentares humanas têm como agente etiológico principal a 

L. braziliensis (VASCONCELOS et al., 1988), espécie capaz de desenvolver quadros de 

LC, com lesões únicas ou múltiplas, ulceradas, e também com acometimento mucocutâneo 

(LCM), no qual pode haver, principalmente, o comprometimento das mucosas da 

orofaringe, com elevada morbidade (LEITE et al., 2012). 

A LC causada por L. braziliensis é particularmente distinguida de outra 

leishmaniose por sua cronicidade, latência e tendência à metástase no hospedeiro humano. 

Em até 10% dos pacientes, a forma mucocutânea, com metástase para a mucosa nasal, 

pode desenvolver-se devido à capacidade de L. braziliensis persistir, após a cura 

espontânea ou mediada por quimioterapia. Neste caso, a destruição do tecido é extensa, 

devido à resposta imunológica mediada por célula, desencadeada pela resposta 

inflamatória exacerbada (SANTOS et al., 2014). 

 

2.3 Imunopatologia na Leishmaniose 

A principal defesa do hospedeiro vertebrado contra Leishmania é a sua capacidade 

de ajustar a resposta imunológica mediada por célula, demonstrada pela proliferação de 

linfócitos e produção de altos níveis das citocinas inflamatórias interferon gama (IFN-γ) e 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), juntamente com o controle de respostas 

inflamatórias exacerbadas, tornando-a capaz de controlar ou até mesmo eliminar o parasito 

(TEIXEIRA et al., 2006; BACELLAR et al., 2002; SILVA et al., 2007; SCHNORR et al., 

2012).  

Sabe-se que os primeiros eventos após a penetração na pele a espécie de 

Leishmania são importantes para determinar a progressão da leishmaniose. A forma 

amastigota precisa sobreviver e proliferar no vacúolo parasitóforo, dentro dos macrófagos, 

subverter as atividades microbicidas do fagócito e finalmente escapar da célula hospedeira 

para infectar outro fagócito ( GLUENZ,  GINGER,  MCKEAN,2010). Portanto, a 

caracterização da resposta imune após a infecção precoce é altamente relevante. ( 

SCHNORR et al.,2012). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gluenz%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20541962
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ginger%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20541962
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McKean%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20541962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schnorr%20D%5Bauth%5D
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Os neutrófilos são as primeiras células recrutadas para o local da infecção, no 

hospedeiro mamífero, o que implica que possivelmente sirvam como células 

hospedeiras na fase inicial da infecção (GRIMALD-JR et al.,2010: KALANTARI et 

al.,2014; SCORZA, CARVALHO, WILSON 2017). Estes desempenham vários papéis na 

infecção por Leishmania através de suas armadilhas extracelulares (NETs), além de 

interagir com as células residentes e produzir citocinas que podem criar um ambiente para 

a diferenciação e ativação ou inativação das células subsequentemente recrutadas, como 

monócitos, células dendríticas (DCs), células Natural Killer (NK) e células T 

(JAFARZADEH et al.,2019). É importante ressaltar que os parasitas 

de Leishmania invadem sua célula hospedeira, os macrófagos, de duas maneiras: as 

promastigotas são fagocitadas diretamente ou através da captação de neutrófilos 

apoptóticos infectados (GRIMALD-JR et al.,2010; JAFARZADEH et al.,2019; 

KALANTARI ET AL.,2014; SCORZA, CARVALHO, WILSON 2017). 

Na leishmaniose humana, as células NK se acumulam rapidamente no local da 

inoculação após a invasão do parasita Leishmania, essas células também são uma fonte 

importante de IFN-γ (SANTOS; BRODSKYN, 2014). Embora as NK, sejam componentes 

da imunidade inata, no entanto, possuem o potencial de ativar tanto respostas imunes inatas 

como adaptativas e, portanto, podem desempenhar um papel nas manifestações diferenciais 

da LC (LOCKARD, WILSON, RODRIGUÉZ, 2019; JAFARZADEH et al.,2019). 

Os macrófagos representam as principais células  hospedeiras na leishmaniose e 

desempenham um papel relevante no controle imunológico 

do parasitismo intracelular através da produção de metabólitos derivados de oxigênio 

( BALARAMAN et al., 2004 ). As espécies reativas de oxigênio (ERO) são radicais de 

oxigênio que podem causar lesões extensas às células (DUTRA et al.,2016). O O2 e NO 

são dois atores-chave no sistema de defesa de macrófagos contra parasitas. Além de sua 

própria toxicidade, eles dão origem à produção de vários metabólitos, como o H 2 O 2 e o 

ONOO – (VAN ASSCHE et al.,2011).  

Para eliminar a Leishmania, o macrófago precisa ser ativado por linfócitos T que, 

irão secretar IFN-γ, aumentando a regulação da produção de óxido nítrico (NO) pelos 

macrófagos (GRIMALD-JR et al.,2010; KALANTARI et al., 2014; RIBEIRO et al.,2014).   

A ativação por citocinas inflamatórias (interferons IL-1, TNF-α) podem estimular 

os macrófagos a gerar ERO e espécies reativas de nitrogênio, através da montagem da 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase ou ativação da iNOS, 

respectivamente, essa ativação requer sinais, e o TNF age sinergicamente com o IFN-γ 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/phagocyte
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/parasitism
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001180?via%3Dihub#b0040
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/reactive-oxygen-species
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para induzir a produção de NO e a eliminação de amastigotas pelos macrófagos (SANTOS; 

BRODSKYN, 2014; SCORZA, CARVALHO, WILSON 2017; JAFARZADEH et 

al.,2019). 

Durante a infecção por Leishmania , a diminuição da expressão ou inativação da 

iNOS pode estar associada ao aumento da ativação da arginase pelos parasitos pois a 

privação da L-arginina prejudica respostas específicas de células T (GRIMALD-JR et 

al.,2010; KALANTARI et al.,2014; SANTOS; BRODSKYN, 2014). 

A LC ativa em humanos, tem sido associada a uma resposta imune celular vigorosa, 

que pode variar de uma resposta imune predominantemente do tipo T help (Th)1 a uma 

resposta mista do tipo Th1 e Th2. Tornou-se claro que a resoluções de infecções 

tegumentares por Leishmania spp. resultam de um equilíbrio entre fatores pró e anti-

inflamatórios e dependem principalmente do priming inicial de citocinas produzidas, IL-4 

induz Th2 enquanto IL-12 induz a diferenciação em Th1 (SCORZA CARVALHO, 

WILSON 2017). 

O consenso geral é que IL-12, produzida por células apresentadoras de antígenos 

(APC), macrófagos e células dendríticas, possivelmente aumentada por outras citocinas, 

tais como IL-1, IL-23, IL-27 e TNF-α (STEBUT., 2007) e atuando também em células 

Natural Killer (NK), conduzem à diferenciação e proliferação de células Th0 a Th1, que 

vai levar à produção de IFN-γ por essas células (ALEXANDER; BRYSON., 2005.; DÍAZ; 

ZERPA; TAPIA, 2013; CRONEMBERGER-ANDRADE et al., 2014). 

 Embora IFN-γ e TNF-α sejam as citocinas chave no controle de parasitas ativando 

macrófagos infectados, para produzir efetores microbicidas que podem matar parasitas 

intracelulares, essas citocinas também medeiam o dano tecidual, havendo evidências de 

que o aumento da produção de IFN-γ e TNF-α está associado com o aumento da reação 

inflamatória e o desenvolvimento das úlceras cutâneas e lesões das mucosas, apesar dos 

baixos números de parasitos detectáveis (LEITE et al., 2012; SCORZA CARVALHO, 

WILSON 2017). Recentemente, foi observada uma correlação positiva direta entre o 

tamanho da úlcera no momento da primeira avaliação e os níveis de TNF-α (SANTOS; 

BRODSKYN, 2014).  Após fagocitar os parasitos, os macrófagos aumentam a expressão 

de CXCL8, CCL2 e CXCL9, quimiocinas que recrutam neutrófilos, monócitos e células T 

ativadas, respectivamente, todos os quais podem contribuir para a formação da lesão na LC 

(SCORZA CARVALHO, WILSON 2017). 

 A progressão da doença é garantida através de uma resposta elevada Th2 ou ativação 

de células B reguladoras estando associada à susceptibilidade e não controle da doença, 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/t-cell-response
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cronemberger-Andrade%20A%5Bauth%5D
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causando a desativação de macrófagos e diminuição da produção de NO (GRIMALD-JR et 

al.,2010: KALANTARI et al.,2014). Geralmente, infecções não controladas e não 

cicatrizantes, ou seja , a susceptibilidade à doença está associada à proliferação e produção 

de IL-4, IL-6 e IL-10 (GRIMALD-JR et al.,2010: KALANTARI ET AL.,2014). IL-4 e IL-

10 possuem efeito anti-inflamatório, contrabalanceando o efeito de IFN-γ e TNF–α na 

infecção por Leishmania (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; SILVA et al., 2007; 

SCHROEDER et al., 2013; CHRISTENSEN et al.,2016). A IL-4, em particular, promove 

ativação alternativa de macrófagos incluindo expressão aumentada de arginase-1, 

supressão de iNOS e aumento do crescimento do parasito (SCHROEDER et al., 2013; 

SCORZA CARVALHO, WILSON 2017).  

Os linfócitos T (CD4+ e CD8+) são geralmente responsáveis pela eliminação de 

patógenos intracelulares, considera-se geralmente que essas células contribuem para a 

imunidade e proteção contra a Leishmania. (GRIMALD-JR et al.,2010: KALANTARI ET 

AL.,2014). Embora a presença de células T CD4+ seja importante para controlar o 

crescimento do parasita, os resultados na literatura sugerem que a resposta inflamatória 

desencadeada por essas células poderia também contribuir para a patogênese das lesões. 

(SANTOS; BRODSKYN, 2014; SCORZA CARVALHO, WILSON 2017).  

As células T CD8+ fornecem imunidade contra uma ampla variedade de patógenos, 

incluindo infecções virais, bacterianas e protozoárias.  Apesar do aparente papel protetor 

das células T CD8+ após infecção pelo parasita intracelular de Leishmania, essas células 

foram paradoxalmente ligadas a respostas imunopatológicas.  A presença de células T 

CD8+ citolíticas foi demonstrada nas lesões de pacientes com LC e uma forte expressão de 

uma molécula associada à atividade citotóxica (TIA-1) no local inflamatório da infecção 

(SANTOS; BRODSKYN, 2014). 

Durante a LC, a produção de TNF-α e IFN-γ derivada de células T é observada 

precoce nas lesões e citocinas do tipo regulatórias (TRegs) IL10 e TGF-β aumentam em 

estágios posteriores, talvez para conter os efeitos dessas citocinas inflamatórias quando a 

doença é resolvida (SCORZA CARVALHO, WILSON 2017). Embora essas citocinas 

estejam relacionadas com controle da resposta imune em pacientes com LC, podem 

também serem responsáveis pela patologia da doença, desativando os mecanismos de 

morte de macrófagos e levando à persistência do parasito (SANTOS; BRODSKYN, 2014; 

LOCKARD, WILSON, RODRIGUÉZ, 2019). 

 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/disease-predisposition
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/pathogen-clearance
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/pathogen-clearance
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Portanto, diferentes subconjuntos de células T produzem não apenas citocinas 

responsáveis pelo controle da proliferação de parasitas, mas também contribuem para o 

desenvolvimento de respostas inflamatórias. A falta de regulação negativa dessa 

inflamação pode ser responsável pela patogênese, como é observado em pacientes com 

LCM (SANTOS; BRODSKYN, 2014).  

O espectro imunológico observado em pacientes com leishmaniose tem um papel 

essencial na patogênese, variando de indivíduos com uma forte resposta de células T, 

caracterizada por hipersensibilidade tardia (DTH) e altos níveis de IFN-γ, a indivíduos que 

não têm resposta ao DTH mas pode ter altos níveis de anticorpos. Os perfis de citocinas 

produzidos pelas células T estão associados ao processo de cicatrização ou ao 

desenvolvimento de doenças, bem como a mecanismos de proteção. O pólo não responsivo 

da doença observado na LCD é caracterizado pela alta produção de citocinas anti-

inflamatórias, como IL-10, IL-4 e IL-2, mas não há produção de IFN-γ. No entanto, no 

LMC, o pólo responsivo da doença, as células dos pacientes apresentam uma resposta 

imune celular exacerbada com alta produção de IFN-γ, TNF-α, IL-12. Entre esses extremos 

estão os pacientes que desenvolvem lesões que podem se autocura ou se tornar crônicas, 

com níveis intermediários de células T (SANTOS; BRODSKYN, 2014; SCOTT; 

NOVAIS, 2016) (Figura 3). 

  Figura 3: Modulação da resposta inflamatória. 

Fonte: SCORZA, CARVALHO, WILSON 2017 (Adaptações) 
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Na infecção por L. braziliensis em humanos, tem sido mostrado que o equilíbrio 

entre citocinas como IFN-γ e interleucina (IL)-10 é determinante para a cura das lesões, 

sugerindo que o equilíbrio entre esses mecanismos de corregulação, pode ser o fator 

essencial para que a doença não se manifeste clinicamente. (SALHI et al., 2008; SILVA et 

al., 2007; SCORZA CARVALHO, WILSON 2017). As infecções por L. braziliensis são 

caracterizadas pela produção excessiva de citocinas pro-inflamatórias, como IFN-γ, TNF-

α, IL-6, e em menores níveis de células Foxp3 + (linhagens reguladoras) e IL-10 que as 

infecções por outras espécies de Leishmania (NOVOA et al., 2011).  

Existem evidências de que a destruição tecidual observada na LMC está 

relacionada à resposta imune, e não aos parasitas presentes nas lesões, cujo número é muito 

baixo. As células T CD4+ sendo a principal fonte de IFN-γ, controla a multiplicação de 

parasitas durante as fases iniciais da infecção mediando o dano tecidual (SANTOS; 

BRODSKYN, 2014).  

Foi demonstrada uma regulação negativa do receptor de IL-10 em lesões de 

pacientes com LCM, o que pode explicar parcialmente a falta de resposta da IL-10 e a 

ausência de regulação negativa do processo inflamatório. Esta função impede a inflamação 

e subsequentes danos aos tecidos na fase tardia da resposta imune (SANTOS; 

BRODSKYN, 2014).  

Em pacientes infectados por L. braziliensis com infecção subclínica, foi observado 

que apresentam respostas imunes celulares menos intensas com níveis significativamente 

mais baixos de IFN-γ e TNF-α, que as observadas em pacientes com LCL ou LCM  que 

relataram uma resposta Th1 mais forte, embora os níveis de IL-10 observados tenham sido 

mais altos nos pacientes com infecção subclínica do que nos pacientes com sintomas. 

Como observado os pacientes com infecção subclínica, o equilíbrio de citocinas pró e anti-

inflamatórias contribuiu para a proteção contra a doença (SANTOS; BRODSKYN, 2014). 

Isso destaca a importância da imunorregulação na determinação do resultado da 

leishmaniose (SCORZA CARVALHO, WILSON 2017; LOCKARD, WILSON, 

RODRIGUÉZ, 2019). 

A compreensão do papel da resposta imune do hospedeiro no controle de 

Leishmania e na patologia associada à infecção por L. braziliensis é altamente relevante 

para a patogênese da LCL e LCM e tem implicações no controle da leishmaniose 

(NOVOA et al., 2011). Deve-se levar em conta que a LCM é a forma grave da LCL e 

aproximadamente 1 a 10% dos pacientes com LCL evoluem para o LCM a resposta à 
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infecção é iniciada com recrutamento rápido de neutrófilos, seguido de monócitos, células 

NK e recrutamento de células T (JAFARZADEH et al.,2019).  

As atividades imunomoduladoras foram demonstradas para vários extratos de 

plantas e produtos naturais, fornecendo uma explicação racional para sua aplicação 

medicinal. No que diz respeito à leishmaniose, um medicamento ideal deve ter efeitos 

leishmanicidas diretos e seletivos, bem como a capacidade de ativar adequadamente o 

sistema imunológico do paciente (KOLODZIEJ, KIDERLEN,2005). 

2.4 Tratamento das leishmanioses 

O tratamento atual da leishmaniose depende exclusivamente da quimioterapia, pois 

até o momento não existem vacinas preventivas nem terapêuticas (SCORZA 

CARVALHO, WILSON 2017). 

Os antimoniais pentavalentes estibogluconato de sódio (Pentostan®)e o 

antimoniato de meglumina (Glucantime®) são drogas de primeira escolha utilizadas no 

tratamento da leishmaniose (KALANTARI, et al., 2014; GLANS et al., 2018). Entretanto, 

o tratamento com esses fármacos é caro e apresenta sérios efeitos adversos como febre, 

náusea, vômito, dor de cabeça, dores musculares ou articulares que requer um 

acompanhamento atento do paciente, exigem hospitalização para administração 

intravenosa, além de alta toxicidade cardíaca e hepática, e às vezes, é ineficaz ou apresenta 

baixas taxas de cura para algumas espécies, além do aparecimento de cepas resistentes a 

essas drogas, o que tem sido um problema crescente nas áreas endêmicas para essa doença 

(ARMAHA et al.,2018; COSTA et al., 2014; GRIMALDI-JR et al.,2010; SINGH; 

SIVAKUMAR, 2004; MOLINET, 2013). 

Sabe-se que os antimoniais pentavalentes (Sb V ) são o pró-fármaco, ativados no 

macrófago após sua conversão para a forma trivalente (Sb III ), mostrando atividade 

parasiticida direta por geração de ERO, depleção de tióis diminuindo a capacidade redutora 

de tiol da Leishmania ao induzir um efluxo de tripanotiona, modulação de vias 

bioenergéticas (glicólise, oxidação beta de ácidos graxos, inibição da fosforilação de ADP, 

bloqueio de proteínas nas amastigotas) e inibição da topoisomerase II. Além disso, foi 

observado o aumento da capacidade fagocítica de monócitos e neutrófilos, danos no DNA 

do parasito, produção de ânion superóxido e NO (KAR et al., 2017; SAHA et al., 2011; 

SOUZA et al., 2010; MOLAIE et al.,2019). 

Outras abordagens terapêuticas alternativas como fármacos de segunda escolha, são 

a Anfotericina B (lipossomal) um antibiótico e antifúngico com alta afinidade para o 

ergosterol presente na membrana do parasita, a pentamidina, o fluconazol e a miltefosina, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalantari%20H%5Bauth%5D
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/intravenous-drug-administration
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/intravenous-drug-administration
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como único tratamento via oral, que age inibindo a biossíntese de fosfolipídios e esteróis 

dos parasitas. A anfotericina B também é extremamente tóxica e sua administração requer 

hospitalização prolongada sua formulação lipossômica é altamente eficaz e apresenta baixa 

toxicidade, no entanto, sua desvantagem é o alto custo e a necessidade de administração 

intravenosa. A pentamidina é apenas eficiente contra algumas formas de leishmanioses 

cutâneas na América do Sul, interferindo na síntese de DNA do parasita (DUTRA et al., 

2016: TAYLOR et al., 2011). As limitações da miltefosina incluem toxicidade do trato 

gastrointestinal, teratogenicidade e custo relativamente alto (KUMAR et al., 2009; 

RIBEIRO et al.,2014). Em geral o alto custo e a toxicidade elevada registrada, tem 

limitado o uso dessas drogas. 

Além disso, a eficácia do tratamento também depende das espécies 

de Leishmania envolvidas na infecção, uma vez que algumas espécies são mais resistentes 

a alguns fármacos e talvez também por que essas medicações convencionais que afetam o 

crescimento do parasita não corrigem os defeitos imunológicos como os mecanismos de 

anergia presentes na forma LCD (BERBERT et al., 2018; SCORZA; CARVALHO; 

WILSON, 2017) 

Atualmente, poucas alternativas estão disponíveis para o tratamento da 

leishmaniose e não diferem nas recomendações em relação as manifestações clínicas, 

subtipo/espécie e região geográfica (GLANS et al., 2018). 

Embora a opção terapêutica para o tratamento das leishmanioses tenha melhorado 

na última década, ainda, há uma necessidade urgente para o desenvolvimento de novas 

alternativas terapêuticas que sejam, seguras e efetivas com tratamentos aceitáveis para se 

proteger contra o problema de resistência existente. (BRAGA et al.,2007; KAR et 

al.,2017). 

Portanto, os produtos vegetais naturais, oferecem enormes possibilidades de 

descoberta de compostos novos e seletivos com pouca ou nenhuma toxicidade, com 

propriedades terapêuticas e podem ser uma opção melhor para o tratamento de doenças 

tropicais causadas pelo protozoário (DIBYENDU et al.,2014)  

Nos últimos anos, considerável atenção tem sido dada ao estudo de plantas na 

tentativa de procurar novas drogas leishmanicidas.  Verificou-se que grandes variedades de 

metabólitos secundários produzidos por espécies vegetais são a fonte de novas moléculas 

potentes em várias doenças com risco de vida. O valor medicinal das plantas reside em 

seus compostos ativos, que produzem uma ação fisiológica no corpo. A identificação de 

produtos naturais aumenta a probabilidade de encontrar novos produtos que, por sua vez, 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/cutaneous-leishmaniasis
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/cutaneous-leishmaniasis
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/protozoa
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001180#b0450
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poderiam levar ao desenvolvimento de novos compostos farmacêuticos (RIBEIRO et al., 

2014). 

 No entanto, a leishmania é um parasita intracelular de órgãos do sistema reticulo 

endotelial, de modo que o volume de distribuição e captação de drogas nos tecidos e nos 

macrófagos é importante. Além disso, o tempo de uso, a via de administração, dosagem e 

os efeitos adversos das drogas são eficazes no sinergismo farmacocinético das drogas 

(MOLAIE et al., 2019). 

O desenvolvimento da formulação é parte integrante de todos os processos de 

descoberta de medicamentos. A via oral é a via mais imperativa para administrar 

variedades de medicamentos. Foi amplamente utilizado para sistemas convencionais e 

novos de administração de medicamentos (KAR et al.,2017). 

 

2.5 Modelo experimental: Hamster dourado (Mesocricetus auratos) 

Modelos animais têm sido usados no processo de descoberta e desenvolvimento de 

drogas para caracterizar a fisiopatologia de doenças e estimar as margens de segurança e 

toxicidade dos regimes de dosagem clínica e, é claro, para validar alvos e compostos. O 

ideal em um modelo animal é que ele deve reproduzir a doença humana. (EDDAIKRA et 

al., 2016; ANDRADE et al.,2006) 

O hamster (Mesocricetus auratos) é conhecido por ser um excelente modelo em 

diversas doenças infecciosas humanas como a sífilis e doença de Chagas, as leishmanioses, 

a clostridiose e ancilostomose (RIBEIRO-ROMÃO, 2013; NIETO et al.,2011; MELBY et 

al.,2001). Vem sendo utilizados como animais de laboratório para modelo de leishmaniose 

desde 1919 quando foi descrito sua susceptibilidade à Leishmania (ANDRADE et al., 

2006; TAVARES et al.,2009) 

Os conhecimentos sobre imunopatogênese durante a leishmaniose vem de estudos 

realizados em modelos animais experimentais tendo por base 4 modelos experimentais: 

camundongos, hamster, cães e primatas não humanos (LORIA-CERVERA et al.,2014). A 

grande maioria dos estudos experimentais de Leishmania no modelo hamster é feita com as 

espécies viceralizantes (Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) 

infantum), uma vez que o hamster reproduz a maioria dos aspectos clínico-patológicos 

encontrados na doença humana (RIBEIRO-ROMÃO, 2013; 2014).  

No entanto, em condições experimentais, diversos fatores influenciam a progressão 

da infecção por Leishmania: a via de infecção juntamente com a cepa de parasitos utilizada 

pode alterar a apresentação clínica da doença nos modelos animais. Esses fatores tornam 
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difícil a escolha de um modelo de laboratório adequado que deve mimetizar da melhor 

maneira possível as variações de lesões no curso da infecção por Leishmania (OLIVEIRA; 

BARRAL-NETTO 2005). 

Os camundongos BALB/c foram classificados como os mais suscetíveis à infecção, 

embora a L. braziliensis não cause, nessa linhagem, lesões severas ou de longa duração 

(MELBY et al.,2001; SOONG et al.,2014). Foi relatado que a suscetibilidade dos 

camundongos as espécies de Leishmania do Novo Mundo são diversas e complexas, ao se 

analisar a resposta imune de camundongos infectados com L. braziliensis mostrou-se uma 

forte produção de IFN-γ responsável pela eliminação dos parasitos nessa espécie de 

camundongos (TAVARES et al.,2009; EDDAIKRA et al., 2016). 

A infecção por L. braziliensis tem se mostrado auto curativa em camundongos 

consanguíneos, além de apresentarem pequenas lesões, estas atingem seus picos em cerca 

de 4-6 semanas pós-infecção. Mostrando que no geral, as cepas consanguíneas comumente 

usadas de camundongos (incluindo camundongos BALB / c) são geneticamente resistentes 

a infecção por L. braziliensis. (SOONG et al.,2012) 

Vários estudos documentaram que os hamsters dourados representam melhores 

modelos para a análise de infecções por Leishmania em comparação com os modelos 

murinos, visto que há semelhança com os humanos em relação aos sintomas da doença, 

patogênese e respostas imunológicas (MIAO et al.,2019; RIBEIRO-ROMÃO et al.,2014; 

FONSECA, 2016). Na infecção experimental com L. braziliensis já foi bem determinado 

que se desenvolve melhor em hamster já que é possível obter uma lesão cutânea que 

evolua para cronicidade (OLIVEIRA et al., 2004). 

Hamsters tem se mostrado extremamente suscetíveis a espécies do 

subgênero Viannia ( L. braziliensis , L. panamensis, L. guyanensis ), que são responsáveis 

pela maioria das patologias humanas relacionadas à Leishmania na América, pois, além de 

ser utilizado como modelo de doença, o hamster é o animal de laboratório mais utilizado 

para o isolamento de linhagens de campo (MIAO et al.,2019; RIBEIRO-ROMÃO et 

al.,2014).   A disseminação da amastigota para os linfonodos de drenagem ocorre em 

menos de uma semana quando inóculos grandes (10 6) são usados. Em suma, o hamster 

apresenta evolução previsível da doença após a infecção por Leishmania (Viannia) spp., 

caracterizada pelo rápido desenvolvimento da lesão e, em condições experimentais 

particulares, disseminação e metástase cutânea. A natureza crônica da doença nesta espécie 

animal permite o monitoramento de intervenções imunológicas e terapêuticas por longos 

períodos de tempo (OLIVEIRA et al., 2004; CONCEIÇÃO-SILVA, ALVES, 2014). 
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Foi observado que o sítio de infecção pode interferir na evolução clínica da doença 

em modelos experimentais da leishmaniose (MELBY et al., 1998). A infecção na orelha 

induz alterações histopatológicas mais intensas, diferente do modelo de infecção de pata, 

isto é corroborado pelo aparecimento de lesões ulceradas na orelha, mimetizando a 

infecção humana. Além disso, o modelo de infecção na derme da orelha apresenta a 

possibilidade de estudos mais longos, pelo baixo comprometimento sistêmico, aumentando 

a sobrevida do animal, que permite estudos com novos fármacos ou vacinas (FONSECA, 

2016). 

2.6 Produtos Naturais como fontes de fármacos para o tratamento da 

leishmaniose 

As primeiras descrições sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam ao 

antigo Egito já sendo descrito um grande número de drogas de natureza animal e vegetal. 

Os estudos com plantas medicinais ainda não receberam no Brasil, a atenção que o tema 

merece, apesar de, ser muitas vezes, o único recurso terapêutico de uma parcela da 

população brasileira (CARVALHO, FERREIRA, 2001; BRAGA et al.,2007). O 

conhecimento tradicional relacionado às plantas medicinais é a base da medicina popular 

brasileira, derivada de uma mistura de culturas indígenas e influências europeias e 

africanas do período da colonização (CARTAXO, SOUSA, ALMBUQUERQUE, 2010).  

Nas últimas décadas, a quantidade de informações sobre o uso de recursos vegetais 

em florestas tropicais aumentou, atualmente o Ministério da Saúde disponibiliza a Lista 

Nacional de Medicamentos Plantas Relevantes para o Sistema Único de Saúde (RENISUS) 

que contém as plantas medicinais com reconhecido potencial para gerar produtos que 

podem ser usados pelo sistema de saúde (SILVEIRA et al.,2020). Apesar de todo esforço 

menos de 1% das espécies da flora brasileira com propriedades medicinais foram estudadas 

adequadamente e devem ser encaradas como fonte de produtos de alto valor agregado, e 

requerem políticas que garantam a sua exploração de forma racional, visando sua 

preservação (ZAHIR et al.,2012; NEWMAN, 2017). 

O Brasil possui 55 mil espécies vegetais registradas como endêmicas, o que 

abrange 22% do total registrado no planeta, no entanto, apenas 119 drogas foram 

desenvolvidas a partir de plantas medicinais, o mercado mundial de fitoterápicos 

movimenta cerca de 22 bilhões de dólares por ano e vem atraindo a cada ano mais 

investimentos (ANGELO et al.,2002). Segundo Food and Drugs Administraton (FDA) 
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entre 2016 e 2019, 33 novos fármacos foram aprovados para uso relacionados a produtos 

naturais (NEWMAN, CRAGG, 2020). 

Assim, as plantas medicinais endêmicas do país ainda são pouco conhecidas e se 

constituem num fascinante assunto de pesquisa acadêmica e de desenvolvimento. Nesse 

sentido, a Caatinga representa a quarta maior área coberta por uma única forma de 

vegetação no Brasil, representando cerca de 60% do território do nordeste (CARTAXO, 

SOUSA, ALMBUQUERQUE, 2010). O Ministério da Saúde, através da Política Nacional 

de Plantas Medicinais, liberou o uso de 71 espécies, endêmicas do semiárido Nordestino, 

são 25 tipos de plantas recomendas como medicinais após estudos fitoquímicos e 

farmacológicos (DUTRA et al.,2016; ANGELO et al.,2002).  

A atividade biológica dos extratos vegetais tem sido atribuída a diferentes 

compostos pertencentes a diversos grupos químicos, que produzem uma ação fisiológica 

mensurável no corpo, incluindo alcalóides, flavonóides, cumarinas, fenilpropanóides, 

esteróides e terpenóides, saponinas, quinonas e chalconas. Além disso, produtos naturais 

são fontes potenciais de agentes novos e seletivos para o tratamento de doenças tropicais 

causadas por protozoários  (BUZZINI et al., 2008; BORGES et al., 2010; DUTRA et 

al.,2016; KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2005; RIBEIRO et al.,2014). 

Muitas pesquisas estão em andamento para compostos leishmanicidas, muitos 

estudos, vem relatando produtos derivados de plantas, como promissores no 

desenvolvimento de novas drogas, nesse contexto muitos produtos como óleos essenciais, 

extratos e moléculas isoladas tem demonstrado in vivo e in vitro atividade contra formas 

promastigota e amastigota da Leishmania spp. (CARVALHO, FERREIRA, 2001; DUTRA 

et al.,2016;  UEDA-NAKAMURA et al., 2006;  ROSA et al., 2003; RIBEIRO et al.,2014; 

 SINGH et al., 2011 , ZAHIR et al., 2012 , LAGE et al., 2013). 

Dois desses compostos, Linalol e Eugenol , estão presentes em muitos extratos 

vegetais, de plantas aromáticas como Croton cajucara, Achillea millefolium , Ocimum 

gratissimum e Syzygium aromaticum, demonstram atividades antileishmaniais 

contra Leishmania amazonensis in vitro (DUTRA et al.,2016; ROSA et al., 2003). 

Estudos in vitro que avaliaram a atividade de polifenólicos contra promastigotas 

e amastigotas axênicas de L. donovani e L. major mostraram que os compostos fenólicos 

eram ativos nos dois estágios parasito (RIBEIRO et al.,2014). Myracrodruon urundeuva 

planta aromática da família Anarcadidaceae teve inibição de 100% de promastigotas de L. 

amazonensis (CARVALHO et al.,2017). 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/protozoa
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001180?via%3Dihub#b0085
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001180?via%3Dihub#b0065
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001180?via%3Dihub#b0240
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0001706X16306659?via%3Dihub#bib0230
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0001706X16306659?via%3Dihub#bib0180
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001180?via%3Dihub#b0385
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001180?via%3Dihub#b0460
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001180?via%3Dihub#b0245
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/linalool
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/eugenol
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/croton
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/achillea-millefolium
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/ocimum-gratissimum
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/ocimum-gratissimum
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0001706X16306659?via%3Dihub#bib0180
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/amastigote
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/axenic
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Plantas medicinais coletadas na Nova Caledônia foram rastreadas quanto à 

atividade antiparasitária, quatro dessas plantas, Wollastonia biflora, Hernandia 

cordigera, Homalium deplanchei, Manilkara dissecta apresentaram atividades in 

vitro interessantes contra a promastigotas de L. donovani (DESRIVOT et al.,2007).  

A Curcuma longa rica em curcuminóides que representam grupos fenólicos 

possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, antitumoral e leishmanicida 

contra promastigotas de L. major  IC-50 de 7,8ug/ml) (RASMUSSEN et al.,2000). 

A artemisinina uma sesquiterpeno-trioxano lactona, produzida nos tricomas 

glandulares (GLTs) de Artemisia annua L., vem sendo atualmente a melhor droga contra a 

malária, com ampla atividade anti-leishmania de amplo espectro contra várias espécies de 

leishmania in vitro e in vivo  e desempenha um papel bilateral na leishmaniose, 

demonstrando um efeito antiparasitário e imunomodulador indireto em macrófagos 

infectados (MOLAIE et al.,2019) 

Resultados in vitro utilizando extrato etanólico ou fração clorofórmica de J. 

cuspidifolia mostraram que os macrófagos que foram infectados com cepa de L. 

amazonensis e tratados posteriormente apresentaram reduções na carga parasitária de até 

98,31%, (RIBEIRO et al.,2014) 

Drogas à base de ervas e sua combinação com drogas atualmente disponíveis para 

leishmaniose podem não apenas reduzir o custo, a toxicidade e a duração dos tratamentos, 

mas também abrir uma janela promissora para alcançar o controle efetivo da doença 

(MOLAIE et al., 2019).  

2.7 Amburana cearensis 

2.7.1 Características gerais 

O bioma Caatinga caracteriza-se por ser uma região de clima semi-árido e solo raso 

e pedregoso que no passado foi interpretado como pobre, no entanto, apresenta-se fértil e 

rico em recursos genéticos dada a sua alta biodiversidade (ALMEIDA et al.,2010). 

Existem cerca 323 espécies endêmicas (exclusivas) da Caatinga dentre essas, algumas das 

espécies são mais comuns a região: a amburana, aroeira, umbu, baraúna, maniçoba, 

macambira, mandacaru e juazeiro (WWF, 2020). Destacando-se espécies da família 

Fabacea, com maior representatividade Amburana cearensis (ANDRADE et al.,2009). 

Amburana cearensis A. C. Smith família das Leguminosae Papilionoideae 

(Fabaceae) é uma árvore caducifólia de caule ereto, que pode atingir até 15 metros de 

altura, tronco revestido por uma casca espessa castanho escuro que apresenta aroma forte 

agradável. Possui uma copa achatada e curta, com flores brancas dispostas em panículas 
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terminais. No Nordeste, o período de floração ocorre no início da estação seca, entre maio 

e julho, e a frutificação se dá de agosto a outubro. (CANUTO, SILVEIRA, 2006; 

CARVALHO, 1994; MELO, SOUZA, DAMASCENO, 2014) (Figura 4).  

No Brasil, A. cearensis é conhecida popularmente como “umburana-de-cheiro”, 

“imburana-de-cheiro”, “cumaru” e “cumaru-do-Ceará”, “imburana”, “cumaré” e 

“amburana”, embora considerada nativa do sertão nordestino, a ocorrência de A. cearensis 

pode ser observada em praticamente toda América do Sul. No Brasil tem sua ocorrência 

desde a região Nordeste até o Brasil central (ALMEIDA et al.,2010). 

Amburana cearensis demanda elevado potencial e valor, sendo utilizada 

comercialmente, nas indústrias madeireiras, cosmética, no entanto, o maior emprego dessa 

espécie ainda é relacionado ao seu potencial terapêutico (MAIA, 2004; LEAL et al.,2009). 

A grande procura pela Amburana cearensis por causa da sua exploração econômica, 

motivada pelo seu uso madeireiro e medicinal, tem provocado uma séria ameaça à sua 

sobrevivência. De acordo o Ministério do Meio Ambiente/Brasil (2014), esta espécie de 

grande importância sofre risco vulnerável de extinção. (MELO, SOUZA, DAMASCENO, 

2014, BRASIL 2014) 

 

Figura 4 - Amburana cearensis A. C. Smith. (A- árvore, B- folhas, C- sementes) 
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   Fonte: LORENZI E MATOS, 2008. 

    

O uso tradicional da planta na medicina popular, especialmente no Nordeste, para 

fins terapêuticos suas cascas e as sementes são utilizadas na preparação de infusões, 

xaropes, chás ou na preparação de “lambedôs” caseiros para o tratamento de inflamações e 
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afecções do trato respiratório, como gripe, resfriado, bronquite e asma. A casca do caule 

também é usada na forma de banho contra dores reumáticas, como analgésico e 

espasmolítico. Tribos étnicas bolivianas, que vivem em uma região endêmica para malária, 

utilizam uma decocção aquosa da casca de A. cearensis contra sintomas de febre e 

calafrios dessa doença (GIMENEZ et al., 1996). Industrialmente, já existe uma forma 

farmacêutica disponível, o xarope de cumaru, produzido pelo Programa Farmácias Vivas, 

Farmácia-Escola/UFC e por algumas empresas privadas. (MATOS, 2000; LORENZI; 

MATOS, 2002). 

Para se evitar os possíveis danos do extrativismo predatório de A. cearensis, foi 

desenvolvido um projeto de pesquisa interdisciplinar na Universidade Federal do Ceará 

que visa um modelo de exploração racional e auto-sustentável, com a substituição da 

planta adulta silvestre por plantas jovens, cultivadas sob forma controlada, de modo a 

conciliar a preservação da espécie e o seu uso comercial. É importante salientar que a idéia 

da troca da planta silvestre pela cultivada foi inicialmente aventada pelo Prof. Francisco 

José de Abreu Matos (CANUTO et al., 2008). 

2.7.2 Efeitos biológicos de produtos derivados e constituintes químicos de A. cearensis 

Estudos fitoquímicos da casca do tronco da planta e sementes permitiram o 

isolamento de vários compostos secundários, tais ácido 3,4- dihidroxi-benzóico (1) (ácido 

protocatecuico), ácido vanílico (2), cumarina (3), aiapina (4), amburosídeo A (5a), 

amburosídeo B (5b) quercetina (6), isocampferídeo (7), campferol (8), 4’- metoxi-fisetina 

(9), afrormosina (10), 3,4-dihidroxi-benzoato de 6-cumarila (11), sacarose (12), uma 

mistura de β-sitosterol e estigmasterol glicosilados (13 e 14), além dos biflavonóides 15 e 

16. Das sementes foram isolados a 6-hidroxicumarina (17), o ácido o-cumárico (18) e um 

derivado esterificado do amburosídeo (19), ácido p-hidroxi-benzóico (20), ácido (E)-o-

cumárico glicosilado (21), ácido (Z)-o-cumárico glicosilado (22) (ácido o-cumarínico 

glicosilado) também foram encontrados triterpenóides, esteróides e compostos alifáticos 

(SILVEIRA; PESSOA, 2005 ;CANUTO; SILVEIRA, 2006; LOPES et al., 2010). Os 

principais compostos isolados da espécie Amburana cearensis estão ilustrados na Figura 5. 

Desde o início da década de 1990, estão sendo realizados estudos químicos e testes 

farmacológicos visando à determinação das propriedades terapêuticas desta planta e à 

descoberta de seus princípios ativos (CANUTO et al.,2008). Tem-se revelado que a 

elevada presença de cumarina juntamente com outras substâncias, são responsáveis pela 

atividade broncodilatadora desempenhada pela A. cearensis, validando cientificamente o 
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uso popular e o tratamento caseiro para doenças do sistema respiratório, especialmente em 

crianças e idosos (ALMEIDA et al., 2010). 

Os compostos fenólicos já são conhecidos por desempenharem um papel 

importante na resistência a doenças. Englobam uma gama enorme de substâncias entre 

elas, fenóis simples, ácidos fenólicos, cumarinas, flavonóides, taninos e ligninas, e são, na 

maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos, e suscetíveis à ação de enzimas. 

(LIMA et al.,2014; GONÇALVES, 2017).  

Os compostos fenólicos presentes na A. cearensis como cumarina e fração 

flavonóide (com isocampferídeo como seu principal constituinte) têm capacidade de 

moderar e influenciar diversos processos celulares, como sinalização, proliferação, 

apoptose, balanço redox e diferenciação celular (LEAL et al.,2009; Jucá et al.,2020). 

Já é bem descrito que os flavonóides são compostos aromáticos de baixo peso 

molecular que possuem uma estrutura básica dos que consiste em dois anéis de benzeno 

ligados por um anel pirano que contém oxigênio. Possuem atividade anti-inflamatória, 

antibacteriana, efeitos no tratamento de doenças neurodegenerativas e ação vasodilatadora. 

(ASIF & KHODADADI, 2013). Devido seus efeitos nas enzimas geradoras de 

eicosanóides e na expressão de moléculas pró ‐ inflamatórias (KIM et al.,2004; 

MOUTINHO et al.,2018).  

Flavonóides e bi-flavonóides isolados das cascas de A. cearensis podem participar 

das propriedades espasmolíticas no uso popular da planta (LEAL et al.,2000; CANUTO, 

SILVEIRA, 2003). O isocampferídeo, seu principal flavonóide, possui atividade 

broncodilatadora, dose-dependente, e parece atuar de forma inespecífica por inibir as 

contrações, na traquéia de cobaias, induzidas pelo carbacol e histamina, sendo mediado 

pela ativação da via óxido nítrico/Guanilato ciclase/GMPc e pela abertura de canais de K+ 

(LEAL et al.,2001; LEAL et al.,2006).  

Foi demonstrado que o isocampférídeo possui atividade músculo relaxante 

relacionada a várias ações intracelulares, tendo uma via comum, a abertura de canais de K+ 

sensíveis a Ca ++ e ATP (LEAL et al.,2006). 

Estudos apontam que o amburosídio A, o isocampferídio e a cumarina possuem 

efeitos anti-inflamatório, antioxidante e broncodilatador, sendo indicados como princípios 

ativos da planta (LEAL, 2003b; LEAL, 2005; LEAL 2006; LEAL, 2008b; LEAL, 2009). 

Os amburósidos A e B se somam à pequena família de fenol glicosídeos, a maioria 

dos representantes encontrados também nas Flacourtiaceae (BRAVO et al.,1999). Os 

polifenóis demonstraram ser antioxidantes eficazes o AMB A demonstrou um efeito 
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neuroprotetor significativo em culturas de células mesencefálicas de ratos expostos ao 

agente neurotóxico, 6-hidroxidopamina (LEAL et al.,1998b; ANDREW et al.,1993).  

Assim como em um estudo de hepatotoxicidade o AMB A administrado por vias orais ou 

intraperitoneais exibiram atividade hepatoprotetora contra CCl4 em ratos (LEAL et 

al.,2008a).  

Figura 5: Estruturas químicas das principais substâncias isoladas de Amburana cearensis 
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             Fonte: CANUTO, SILVEIRA, 2006; ALMEIDA et al., 2010. 
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O amburosídio A também demonstrou ação neuroprotetora em células 

mesencefálicas de cobaias, devido ao seu efeito antioxidante e o seu potencial anti-

inflamatório através da inibição do acúmulo de células inflamatórias induzido por 

carragenina ou fMLP de ratos (LEAL et al., 2009).  

Já foi relatado que o amburosídeo A e o isocampferídeo também possuem atividade 

anti-inflamatória por apresentar a capacidade de prevenir o aumento da permeabilidade 

vascular reduzindo a degranulação de neutrófilos, a atividade mieloperoxidase e a secreção 

de mediadores inflamatórios como o fator de necrose tumoral (TNF-α) (LEAL et al., 

2008b). Além disso, alguns estudos sugerem que a presença de taninos pode estar 

relacionada com o efeito analgésico e antiedematogênico dessa espécie (LEAL et al.,2000; 

LEAL et al.,1998a). 

Um estudo utilizando uma isoflavona, composto isolado da Amburana cearensis, 

demostrou pela primeira vez que ocorre a inibição, em diferentes extensões, de muitos 

mecanismos pró-inflamatórios de neutrófilos humanos, um efeito que pode contribuir para 

o controle de várias doenças inflamatórias (MELO, SOUZA, DAMASCENO, 2014). 

Foi evidenciado que o extrato hidroalcóolico, a cumarina e a fração flavonoide 

obtidos da casca do caule de A. cearensis apresentaram atividade anti-inflamatória através 

do modelo de edema de pata e da peritonite em ratos, reduzindo o acúmulo de células 

inflamatórias (LEAL et al.,1995; LEAL et al., 1997). Além disso, o extrato hidroalcóolico 

e a cumarina de A. cearensis promoveram efeito relaxante no ducto deferente de ratos 

sendo também capazes de relaxar o músculo traqueal de cobaias quando pré-contraido 

(LEAL et al.,2003a). 

De acordo com Leal et al. (2003), foram confirmadas as atividades 

broncodilatadora, analgésica e anti-inflamatória do extrato hidroalcoólico das cascas da 

Amburana cearensis, confirmando ser isento de toxicidade em doses terapêuticas, 

propiciando total eficácia e segurança no tratamento de asma, bronquite, gripes e 

resfriados,  através do decocto ou xarope da casca do caule que é empregado popularmente 

no tratamento de gripes, tosses e bronquites. 

Lopes 2010 mostrou que a cápsula de extrato seco de A. cearensis apresenta 

atividade anti-inflamatória induzida por antígenos em modelos de edema de pata, peritonite 

e de broncoprovocação em roedores. 

O composto fenólico, ácido vanílico, também conhecido como ácido 4-hidroxi-3-

metoxibenzóico é a forma oxidada de um aldeído fenólico , a vanilina várias atividades 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/aldehyde
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/vanillin
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farmacológicas têm sido relatadas, incluindo ação antioxidante e anti-inflamatória (HUNG; 

YEN, 2002; LEAL et al., 2011; KARATAS et al., 2019).  

Quimicamente, a casca do caule da A. cearensis é basicamente constituída de 

cumarina, responsável pelo seu odor peculiar e esta é um dos componentes majoritários da 

planta (0,2%) e tem sido relacionada aos efeitos anti-inflamatório, analgésico e relaxante 

muscular do extrato hidroalcóolico (LEAL et al., 2000;  LEAL et al., 2003a; LEAL et al., 

2006; FIGUEREDO et al.,2013; CANUTO; SILVEIRA, 2006). 

As cumarinas constituem uma classe química que está presente em várias partes das 

plantas. Até o momento, pelo menos 1300 cumarinas já foram identificados, 

principalmente como metabólitos secundários, além de outras substâncias intimamente 

relacionadas como as furanocumarinas, pyranocumarinas e isocumarinas que exibem 

atividades farmacológicas potentes (PEREIRA et al.,2009; HOULT, PAYD, 1996; 

MOLAIE et al.,2019). Embora distinções possam ser feitas de acordo com a sua estrutura 

química entre os vários grupos de cumarina o núcleo da cumarina corresponde a benzo- α-

pirona (2 H -1-benzopira-2-ona) um composto aromático orgânico heterocíclico, 

encontrado em muitas espécies de plantas (Figura 6) (LEAL et al.,2000; BORGES et 

al.,2005; ALBARICI et al.,2010;). 

Desde a década de 1970 vem sendo demostrado como a cumarina é capaz, no 

homem e em animais, de reduzir o inchaço do tecido devido a vários tipos de trauma ou 

doença. É evidente que as cumarinas possuem uma variedade diversificada de propriedades 

farmacológicas e bioquímicas, já bem documentadas desde ação imunossupressora e 

relaxante vascular à neuroprotetora (HOULT, PAYD, 1996; LEAL et al., 2006; LEAL et 

al., 2003b). 

Esse grupo de drogas já são conhecidas por reduzir linfoedemas pós-mastectomia e 

outros tipos de edemas crônicos, melhorando os resultados obtidos com o tratamento 

físico. Foi verificado que esses compostos aumentam o número de macrófagos e sua 

proteólise fornecendo uma via alternativa pelo qual a proteína e a água osmoticamente 

retidas podem ser removidas dos tecidos reduzindo assim o fluido do edema, tendo 

também a capacidade de aumentar a ação de bombeamento de coleta de linfáticos, reduzir 

a permeabilidade anormal dos vasos sanguíneos, estabilizar o plasma e as membranas 

lisossomais e reduzir os efeitos de muitos mediadores da inflamação, como a eliminação 

dos radicais livres (CASLEY-SMITH, 1985; CASELY -SMITH et al. 1992; CASELY -

SMITH et al. 1993a-b).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002432050501266X#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002432050501266X#bib24
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Embora as cumarinas sejam antioxidantes na maioria das circunstâncias que 

possam ocorrer em sistemas celulares in vivo, podem, em teoria, comportar-se como pró-

oxidantes (isto é, aumentar a geração de substâncias altamente tóxicas radicais hidroxila) 

(HOULT, PAYD, 1996; LEAL et al.,2000) 

Figura 6: Estrutura química da cumarina como núcleo central, para a obtenção de 

cumarinas simples. 

 

Fonte: BORGES et al.,2005. 

Muitas atividades farmacológicas já foram atribuídas às cumarinas, tais como: 

hipotensiva (HUANG et al.,1992), antimicrobiana (MICHAELI et al.,1970; HIGGINS et 

al.,1978), anti-inflamatória (PAYA, HALLIWEL, HOULT, 1992; LEAL et al., 

2000;  LEAL et al., 2003), antitumoral (THORNES, SHEEHAN, 1983; GAWRON, 

GLOWNIAK, 1987; MARSHALL et al., 1987) anti-malárica, leishmanicida contra L. 

amazonensis, L. braziliensise L. donovani e anti-chagásica  (BRAVO et al., 1999; 

MANDLIK et al.,2016a). 

Foi demonstrado a baixa toxicidade da planta “umburana-de-cheiro” (IC50: 1,79 ± 

0,12 g/kg), e da cumarina, extraída dessa planta, apresentando IC50 de 300 mg/kg (i.p.), em 

camundongos. Além disso, não revelou nenhum efeito tóxico significativo ou morte na 

avaliação toxicológica sub-crônica e crônica (LEAL et al.,2003b). 

A avaliação dos efeitos genotóxicos da cumarina, em roedores, concluiu que a 

exposição à cumarina, a partir de alimentos e/ou produtos cosméticos, não representa risco 

para a saúde humana. Embora existam diferenças marcantes no metabolismo 

da cumarina entre espécies de roedores susceptíveis e outras espécies, incluindo humanos 

(LAKE, 1999). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002432050501266X#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002432050501266X#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002432050501266X#bib24
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Estudos farmacocinéticos da cumarina no homem demonstraram que existe um 

metabolismo extenso de primeira passagem após administração oral, com apenas 1-5% de 

biodisponibilidade. Foi observado que concentrações sanguíneas de cumarina inalterada 

não excederam 0,1 ug / ml após a administração oral de 30 mg de cumarina. No entanto, 

isso é consistente com o fato de que a principal via de metabolismo da cumarina no homem 

é a via hepática, ocorrendo a hidroxilação em 7-hidroxicumarina 2, catalisada por uma 

isozima específica do citocromo P450, embora, essa via seja muito menos importante em 

ratos e coelhos, (HOULT, PAYD, 1996). 

 Assim considerando, o extrato de Amburana Cearesis e alguns de seus constituíntes 

já demonstram atividades farmacológicas que corroboram com a sua utilização como um 

fármaco em potencial. 
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

A leishmaniose é uma doença antropozoonótica considerada negligenciada, 

tornando-se um dos principais problemas de saúde pública. A OMS estima que haja 12 

milhões de pessoas infectadas em todo mundo (HONG et al., 2020; WHO 2017). Embora o 

número de casos de leishmaniose nas Américas já tenha diminuído, nas áreas do Norte e 

Nordeste do Brasil, onde a L. braziliensis é endêmica, o número de notificações de casos 

continuam altos, entre 2003 e 2018, foram registrados mais de 300.000 casos, com média 

de 21.158 casos por ano no país (BRASIL, 2019).  

Os tratamentos disponíveis para as leishmanioses embora satisfatórios para a 

maioria dos casos, apresentam várias inconveniências, uma delas, bastante preocupante 

atualmente é a resistência os antimoniais, drogas de primeira escolha, e disponibilizado 

como tratamento no SUS (BALASEGARAM et al., 2012; COSTA et al., 2014). Desta 

forma, o tratamento da leishmaniose ainda constitui um desafio para a ciência, estimulando 

a pesquisa de novos fármacos mais efetivos e seguros. Neste cenário, as plantas 

medicinais, em especial do bioma caatinga surgem como uma fonte em potencial. 

As espécies vegetais constituem a maior fonte para investigação de produtos 

biologicamente ativos. A imensa biodiversidade da flora brasileira, cobrindo cerca de 25% 

de todas as espécies de plantas em todo o mundo, torna o Brasil uma grande fonte 

potencial de plantas medicinais (FORZZA, 2012; SOUZA et al.,2019). O aproveitamento 

racional da enorme biodiversidade brasileira é um passo importante, inclusive com 

perspectivas para o controle de leishmaniose(TEIXEIRAet al., 1999). 

Estudos têm mostrado o efeito leishmanicida de extratos e/ou moléculas obtidas de 

de origem vegetal no tratamento da leishmaniose tais como Croton cajucara Benth 

(terpenos), Chenopodium ambrosioides (carvacrol), Pistacia khinjuk (alcaloides) e 

Casearia sylvestris (cumarinas) ( LIMA et al.,2015 ; MONZOTE et al., 2014; EZATPOUR 

et al., 2015; ANTINARELLI et al.,2015; SILVEIRA et al.,2020). Dentre as espécies do 

Nordeste brasileiro destaca-se a Amburana cearensis (cumaru) e seus constituintes 

químicos, que possuem atividades anti-inflamatórias, antioxidantes e antiparasitárias, como 

a 1,2 benzopirona (cumarina), amburosídio A determinados de maneira preliminar através 

de modelo experimental (BRAVO et al., 1999; LEAL et al.,2000; LEAL et al., 2003b.; 

LEAL et al.,2011). 

Amburana cearensis é uma planta arbórea, apresentando ocorrência desde a região 

Nordeste até o Brasil central, amplamente utilizada na medicina popular e pertence ao 

programa farmácias vivas (LORENZI, MATOS, 2002). Estudos anteriores do nosso grupo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balasegaram%20M%5Bauth%5D
http://www.repositorio.ufc.br/browse?type=author&value=Teixeira%2C+Maria+Jania
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652015005040288&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B07
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652015005040288&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B04
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ezatpour%20B%5Bauth%5D
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determinaram os efeitos, relaxante muscular, antinociceptivo, antioxidante, anti-

inflamatório que estão relacionados a presença de cumarina e outros compostos fenólicos 

presentes na planta, a cumarina, tem comprovada ação leishmanicida (BRAVO et 

al.,1999). 

Dessa forma, considerando o impacto da leishmaniose em especial em países em 

desenvolvimento, as limitações atuais impostas pela farmacoterapia atual da doença e os 

estudos toxicológicos e farmacológicos de produtos derivados e moléculas de A. cearensis 

existentes, é estratégico investir na pesquisa de novos fármacos pertencendo esta espécie e 

seus metabólitos como fonte em potencial de medicamentos para o tratamento da 

leishmaniose causada pela L. braziliensis, espécie endêmica no Nordeste. O trabalho está 

fundamentado na riqueza de biomoléculas e biopolímeros isolados e caracterizados a partir 

de plantas medicinais do Nordeste, os quais podem servir de protótipos para novos 

medicamentos.  
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4. OBJETIVOS 

4.1 Geral 

-Verificar o efeito do extrato padronizado e constituintes químicos de 

Amburana cearensis na infecção por Leishmania braziliensis in vitro e in vivo. 

  

4.2 Específicos 

 -Realizar triagem dos constituintes químicos fenólicos e cumarínicos da 

Amburana cearensis que possuem efeito leishmanicida in vitro em promastigota; 

 -Avaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos com melhores efeitos 

antipromastigotas 

-Avaliar o efeito do tratamento com cumarina (CUM) in vitro na carga 

parasitária e a produção de mediadores inflamatórios (NO) em macrófagos 

infectados com Leishmania braziliensis;  

-Verificar o efeito do tratamento com cumarina (CUM) na produção das 

citocinas IL-12, TNF-α, IL-4 e IL-10 por macrófagos infectados com Leishmania 

braziliensis; 

-Avaliar o efeito do tratamento com cumarina (CUM) na cinética das lesões 

e na carga parasitária causadas pela infecção por Leishmania braziliensis em 

hamster (Mesocricetus auratus). 
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5. METODOLOGIA 

5.1 Materiais 

5.1.1 Material botânico 

As cascas do caule de Amburana cearensis foram coletadas na fazenda São Vicente, 

na cidade de Quixeramobim - Ceará. Exsicatas (n° 837 e 847) da espécie estão registradas 

no Herbário Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, UFC, registro no SISGEN (n°. 

A8A839C). 

5.1.2 Isolamento e caracterização do Amburosídeo A. 

O Amburosídeo A (1,02g) foi isolado da casca do caule de A. cearensis (3,4 kg) 

conforme o método descrito por Canuto e Silveira (2006). A estrutura foi determinada por 

espectroscopia, incluindo técnicas de ressonância nuclear magnética uni ou bi-

dimensionais, tais como espectroscopia de correlação, correlação heteronuclear de 

quantum único a múltiplas ligações, determinação de propriedades físicas e comparação 

com dados da literatura o Amburosídio A mostrou 96% de pureza. 

5.1.3 Produção e padronização do Extrato seco de Amburana cearensis (ESAC) 

O extrato seco de A. cearensis (ESAC) foi preparado segundo metodologia descrita 

por Araruna et al. (2013). Para tanto, foi produzido o extrato etanólico da casca do caule da 

planta, empregando como adjuvante de secagem o dióxido de sílico coloidal na 

concentração de 30% em relação ao resíduo sólido com média de 14,98 mg. A secagem 

deu-se com auxílio do spray drying. (Araruna.,2013).  

A padronização do extrato seco foi realizada com emprego de método analítico, 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a um detector de arranjo de diodos 

(CLAE-DAD), validado (Araruna et al., 2013), utilizando como marcadores ativos o, 

Amburosídeo A (AMB, 97,3% pureza/CEFAC-UFC) e a cumarina (CUM, 99,9% pureza/ 

Sigma-Aldrich, EUA). Análise da linearidade do método permitiu a determinação da 

equação da reta para cada marcador e o coeficiente de correlação linear este entre 0,9994 – 

0,9997.  O ESAC apresentou as seguintes concentrações de marcadores: Ácido Vanílico 

(AV), Amburosídeo A (AMB) e a cumarina (CUM), que apresentaram teores de 1,613 ± 

0,0057 mg/g, 48,573 ± 0,2674 mg/g e 15,118 ± 1,1181 mg/g de extrato, respectivamente 

(Figura 7). 
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O ESAC foi produzido pelo Centro de Estudos Farmacêuticos e Cosméticos 

(CEFAC) da Universidade Federal do Ceará sob a coordenação da Professora Luzia 

Kalyne Almeida Moreira Leal 

Figura 7- Perfil cromatográfico do Extrato Seco por “spray-drying” de A. cearensis e dos 

marcadores químicos de cumarina, amburosídio, ácido vanílico por CLAE-DAD. 

 

5.1.4 Obtenção e caracterização (RMN) da Fração fenólica de Amburana 

cearensis (FFAC) 

O extrato metanólico de A. cearensis denominado ACCE foi obtido após extração em 

sistema Soxlet, filtração e rotaevaporaçãosob baixa pressão. Após submeter uma alíquota 

do extrato ACCE à partição sólido-líquido com água destilada, obteve-se uma fração 

hidrossolúvel e uma fração residual (ACCCE/RES). 

A ACCCE/RES foi submetida inicialmente à extração em sistema Soxhlet com 

hexano, em seguida com diclorometano, e, posteriormente, com acetato de etila. 

Finalmente, o resíduo presente no cartucho foi extraído exaustivamente em metanol. As 

soluções foram secas em rotaevaporador e resultaram nas frações ACCCE/RES-H (2,76 g), 

ACCCE/RES-D (5,84 g), ACCCE/RES-Ac (1,01 g) e ACCCE/RES-M (21,43 g). 

O espectro de ressonância magnética nuclerar (RMN) extenso 1H da fração 

ACCCE/RES-M mostrou sinais característicos de cumarina sendo submetida à nova 

extração exaustiva com diclorometano em sistema Soxhlet, originando a fração 

diclorometano, ACCCE/RES-M-D (3,88 g), e a fração residual, ACCCE/RES-M-R (15,43 
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g). Esta última apresentou, majoritariamente, em seu espectro de RMN 1H sinais 

característicos do amburosídeo A, sendo denominada por FFAC e utilizada para testes 

farmacológicos no presente estudo.  

A FFAC foi produzida e cedida pelo Laboratório de Fitoquímica de Plantas 

Medicinais (LAFIPLAM) da Universidade Federal do Ceará sob a coordenação do 

Professor Edilberto Rocha Silveira. 

5.1.5 Drogas e Reagentes (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 

Cumarina (1,2-benzopirona), Ácido Vanílico, Anfotericina B, Antimoniato de 

meglumine (Glucantime®), Dimetilsulfóxido (DMSO), Brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-

2,5-difeniltetrazólio (MTT), PBS estéril, Trypan blue (0,2%), Formol 2%. 

5.1.6 Meios de cultura 

• Meio Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). 

O meio Schneider foi suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF – Gibco, 

Grand Island, NY), urina humana estéril a 2% e antibióticos (100U/mL de penicilina e 

100µg/mL de estreptomicina). Será mencionado como Schneider suplementado o meio 

contendo os componentes conforme descrito acima, e como Schneider aquele utilizado sem 

suplementos. 

• Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) 

Suplementado com 20% de SBF, 50 µM de 2-mercaptoetanol, 2mM L-glutamina, e 

antibióticos (100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina). Será mencionado 

como RPMI suplementado o meio contendo todos os componentes acima e como RPMI 

aquele utilizado sem suplementos. 

• Meio McNeal, Novy& Nicolle (N.N.N).  

 Meio ágar sangue a 10%, foi suplementado com meio Schneider e antibióticos (100 

U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina). 

5.1.7 Animais 

Foram utilizados 24 hamsters dourado (Mesocricetus auratus ) com 6-8 semanas de 

vida, pesando em média 137 g, mantidos no Biotério do Departamento de Patologia e 

Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará 

(DPML/FAMED/UFC). Os animais foram mantidos à temperatura ambiente, com ração 

comercial apropriada e água ad libitum, durante todo o período dos experimentos. Para a 
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manutenção da virulência da cepa de L. braziliensis, foram utilizados hamsters dourado, 

machos, com até 8 semanas de vida. 

5.1.8 Parasitos 

A cepa de L. braziliensis, conhecida como THOR (MCAN/BR/98/R619), foi isolada 

de paciente com LT e gentilmente cedida pela professora Alda Cruz da Fundação Oswaldo 

Cruz (Fiocruz/RJ). Os parasitos foram cultivados in vitro a 25°C em tubos de ensaio com 

meio N.N.N. e meio Schneider suplementado (Sigma-Aldrich). Para os experimentos, 

foram utilizadas promastigotas até a 5a passagem de cultivo. As promastigotas foram 

submetidas a três ciclos de lavagem com salina estéril gelada, com centrifugação a 3.000 

rpm, por 15 min a 4°C e ajustadas com meio Schneider ou RPMI para as concentrações 

desejadas em cada experimento. A viabilidade dos parasitos foi analisada pela motilidade 

dos mesmos ao microscópio óptico. 

5.1.9 Macrófagos RAW 264.7 

Os macrófagos da linhagem RAW 264.7 foram obtidos no banco de células do Rio 

de Janeiro/BCRJ-UFRJ. As células da linhagem RAW 264.7 são macrófagos murinos 

transformados pela injeção intraperitoneal do vírus de leucemia Abelson, obtidos da ascite 

de camundongos BALB/c (RASCHKE, 1978; ABELSON, 1970). Estas células possuem 

receptores para imunoglobulinas e produzem lisozimas (ABCAM, 2012). Também são 

capazes de responder de forma similar aos macrófagos obtidos diretamente de 

camundongos, além de serem alvos de ativação por polissacarídeos (RAMAMOORTHY; 

TIZARD, 1998). As células foram preservadas em nitrogênio líquido (criopreservação) por 

10% de Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) e 90% de soro fetal bovino 

(SFB) (Sigma-Aldrich, SP, Brasil). 

5.1.10 Local de execução e apoio financeiro 

Os experimentos foram realizados no Setor de Parasitologia do Departamento de 

Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceará e no Centro de Estudos 

Farmacêuticos e Cosméticos – CEFAC da Universidade Federal do Ceará.  

O projeto recebeu apoio financeiro do Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico (CNPq) com o número do processo 181596/2014-8, Chamada 

Pública Nº 28/2013MCTI/CNPq/ CT–Biotec- Engenharia de Sistemas Biológicos. 
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5.2 Métodos 

5.2.1 Avaliação da atividade leishmanicida em promastigotas de L. braziliensis 

Inicialmente foi realizado uma bioprospecção com produtos derivados (ESAC e 

FFAC) e compostos de Amburana cearensis, visando determinar qual(is) desses possuem 

efeito leishmanicida. O composto com melhor ação leishmanicida foi selecionado para 

continuidade dos estudos (Figura 8). 

Para os ensaios com promastigotas, os parasitos foram distribuídos (107 

promastigotas/mL; 160 µL/poço) em placas de culturas de 48 poços.  Foram adicionados 

(40 µL/poço) de Ácido Vanílico (AV), Extrato Seco de Amburana cearensis (ESAC), 

Amburosídio A (AMB), Fração Fenólica de Amburana cearensis (FFAC) e Cumarina 

(CUM) nas concentrações de (10, 25, 50, 100µg/mL). As placas foram incubadas a 25°C 

em estufa BOD por 24 e 48 horas. Após cada intervalo de tempo, a viabilidade das 

promastigotas foi avaliada pela contagem de formas viáveis utilizando o corante Trypan 

blue (0,2%) com leitura em câmara de Neubauer. Os resultados foram expressos como 

descrito acima. Soluções controle empregadas: DMSO 0,1% (Controle- veículo); 

Anfotericina B (16 µg/ml) (padrão citotóxico); Meio Schneider suplementado (Parasitos 

não tratados). 

Figura 8-Desenho experimental da atividade leishmanicida em promastigotas de L. braziliensis 

 

 

5.2.2 Ensaio de citotoxicidade em macrófagos RAW 264.7 

O ensaio do MTT é um método colorimétrico baseado na reação de redução do sal brometo 

de 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), de coloração amarela, a um sal chamado 
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de Formazan, de coloração roxa. A reação de redução é catalisada pelo sistema enzimático 

succinato-tetrazolredutase, que faz parte da cadeia respiratória mitocondrial. A atividade deste 

sistema enzimático reflete a funcionalidade metabólica das mitocôndrias, sendo a ausência da 

redução do MTT indicativo de diminuição de atividade metabólica e viabilidade celular. Para 

mensuração desse efeito, o sal de formazam é quantificado espectrofotometricamente em 570 nm 

(MOSMANN, 1983) (Figura 9). 

Macrófagos foram adicionados em placas de 96 poços (5 x 105 células/mL; 180 µL/ poço) 

com soluções controle (DMSO 0,1% - veículo; DMSO 10% - padrão citotóxico; RPMI 

suplementado- células não tratadas) e soluções teste (CUM e ESAC- 5, 10, 25, 50, 100µg/mL; 

20µL/ poço). Em seguida, foram incubados em estufa de CO2 a 37°C por 24 e 48 horas. 

Decorrido este tempo, cada poço foi lavado duas vezes com 200 µL de PBS estéril, adicionados 

200 µL de meio RPMI suplementado e as placas incubadas mais uma vez em estufa de CO2 por 

90 minutos. Posteriormente, 100 µL do meio de cultura foram removidos em todos os poços e 

adicionados 100 µL da solução de MTT (1 mg/mL), sendo a placa reincubada em estufa de CO2  

por 4 horas. Encerrado o tempo de incubação, a solução de MTT foi removida das placas e 

adicionados 150 µL de DMSO puro, em seguida, a placa foi submetida à agitação pelo período 

de 10 min. A absorbância foi medida em espectrofotômetro em comprimento de onda de 570nm 

Figura 10.  

Figura 9 - Reação de redução do MTT. 

Fonte: RIBEIRO et al 2013. 

5.2.3 Cultura, infecção e tratamento de macrófagos RAW 264.7 

Para a realização dos ensaios in vitro, as células foram descongeladas à temperatura 

ambiente e expandidas em garrafas de cultura celular estéreis contendo meio de cultura RPMI 

suplementado, em estufa de CO2 (5% de CO2 e 95% de umidade) à 37º C. Após atingirem a 

confluência, as células aderidas à superfície da garrafa de cultivo foram destacadas por meio de 

raspagem com “cell scraper” (TPP). A suspensão contendo as células foi coletada e centrifugada 
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a 1500 rpm por 15 min a 5ºC. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi 

ressuspendido com RPMI suplementado, em seguida foi realizada a contagem total de 

macrófagos em câmara de Neubauer e o ajuste da população com meio RPMI suplementado. A 

suspensão de macrófagos foi distribuída em placas de 24 poços, cada poço contendo uma 

lamínula de vidro redonda de 23 milímetros (106 células / lamínula). 

As células não aderidas foram removidas por lavagem com RPMI e cultivadas com meio 

RPMI suplementado na ausência ou presença de L. braziliensis (107promastigotas/mL), numa 

proporção de 10 parasitos para 1 célula (10:1) por 12h, tempo suficiente para que ocorresse a 

infecção. Os parasitos extracelulares foram removidos por lavagem com RPMI (KARMAKAR 

et al., 2011). Após esse período as células foram tratadas com fármaco de referência 

Glucantime® (4 mg/mL) (controles positivos), DMSO 0,1% (veículo) e Cumarina (CUM) (10, 

25, 50, 100 µg/mL), sendo incubadas durante 24 e 48h (370C, 5% CO2 e 95% de umidade) 

(Figura 10). Posteriormente, os sobrenadantes das culturas foram coletados para a dosagem de 

NO e citocinas pró-inflamatórias (IL-12, TNF-α) e anti-inflamatórias (IL-10 e IL-4). 

Figura 10- Desenho experimental da atividade leishmanicida em amastigotas de L. braziliensis 

 

5.2.4 Determinação carga parasitária em macrófago in vitro 

Para quantificar o nível de infecção dos macrófagos, as lamínulas contendo as células 

foram lavadas com salina, e em seguida, fixadas e coradas com corante Giemsa (Sigma 

Aldrich). As lamínulas coradas foram montadas em lâminas de vidro e examinadas em 

microscopia óptica, com magnificação de 100x em óleo de imersão. Cinquentas células 

foram examinadas e o número de amastigotas/50 células foi determinado. 

5.2.5 Dosagem de óxido nítrico (NO) 

A produção de NO foi medida pela dosagem de seus produtos de degradação, nitrito 

e nitrato, mais estáveis, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o nitrito 

In%20vitro%20anti-leishmanial%20efficacy%20of%20potato%20tuber%20extract%20(PTEx)%20%20Leishmanial%20serine%20protease(s)%20as%20putative%20target.htm#b0110
In%20vitro%20anti-leishmanial%20efficacy%20of%20potato%20tuber%20extract%20(PTEx)%20%20Leishmanial%20serine%20protease(s)%20as%20putative%20target.htm#b0110
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primeiramente reage com a sulfanilamida em meio ácido para formar um composto 

intermediário, o sal de diazônio. Posteriormente, este sal reage com N-naftil-

etilenodiamina (NED) formando um composto azo estável de coloração púrpura, podendo 

assim ser quantificado (GREEN et al., 1990). 

Sobrenadantes da cultura de macrófagos, em duplicata, foram incubados com o 

reagente de Griess (1:1 v/v), recém-preparado, por 10 min à temperatura ambiente. A 

absorbância foi medida em espectrofotômetro a 540 nm e a concentração de NO2 

determinada usando uma curva padrão de nitrito de sódio e expressa como µmol/mL. Para 

evitar interferência por NO2, possivelmente presente no meio, foi adicionado um branco 

para cada experimento, utilizando RPMI suplementado, meio utilizado na cultura das 

células. 

5.2.6 Dosagem de citocinas 

    A produção de IL-4, IL-10, IL-12 e TNF-α nos sobrenadantes obtidos da cultura de 

macrófagos foi determinada utilizando-se a técnica ELISA, como recomendado pelo 

fabricante dos kits (BD Biosciences, San José, CA, USA). Brevemente, placas de 96 

poços, fundo chato (Nunc), foram sensibilizadas por 12 a 18h com o anticorpo de captura 

anti-citocina purificado na concentração determinada, a 4ºC. A placa foi lavada, utilizando-

se solução de lavagem (PBS com Tween 20 a 0,05%), e em seguida, foi realizado bloqueio 

com PBS e soro bovino fetal (SBF 10%), seguido de incubação por 1 hora à temperatura 

ambiente. Após lavagem com PBS + Tween 20, foram adicionados o padrão e as amostras 

em duplicatae, em seguida, a placa foi incubada novamente por 2h ou por uma noite à 

temperatura ambiente. Após esse período e nova lavagem com PBS + Tween 20, a placa 

foi incubada por mais 1h com o anticorpo de detecção conjugado à enzima peroxidase. 

Após isso, a placa passou por nova lavagem e o substrato foi adicionado. A placa foi 

incubada por 30 minutos, à temperatura ambiente e protegida da luz. A reação foi 

finalizada com ácido fosfórico (1:20) e a leitura realizada em leitor de ELISA (Molecular 

DevicesCorp.; Sunnyvale, CA, USA), usando filtro de 450nm. Os resultados foram 

analisados utilizando-se o programa Softmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 

USA). 

5.2.7 Infecção dos hamsters, tratamento e acompanhamento da espessura das 

lesões. 

Três grupos de animais, de ambos os sexos, foram definidos no experimento: Grupo 

1 - Animais infectados com L. braziliensis e não tratados (controle); Grupo 2- Animais 
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infectados e tratados com Glucantime® (100 mg/kg) intramuscular; Grupo 3- Animais 

infectados e tratados com CUM (20mg/kg/dia) via oral. Os hamsters (n=24) foram 

separados em grupos com 8 animais para a infecção. As formas promastigotas metacíclicas 

na fase estacionária foram inoculadas na derme da orelha direta na concentração de 107 em 

20μL de salina estéril (DE MOURA et al., 2005), utilizando seringa para insulina de 

0,3mL/cc e agulha 26G1/2. O tamanho da lesão foi acompanhado a cada 5 dias, utilizando 

um paquímetro de escala circular (Mitutoyo, Japão)  por um período de 35 dias, 

equivalente a 5 semanas de infecção. A espessura da lesão foi representada pela diferença 

entre a orelha direita infectada e a contralateral esquerda não infectada. Após 3 semanas de 

infecção, quando as lesões já eram aparentes (COSTA et al., 2011) os animais foram 

tratados. O tratamento consistiu em 1mL/kg de solução de CUM via oral, e no grupo 

tratado com o antimônio, injeções intramusculares de Glucantime®, utilizando-se seringa 

para insulina de 0,3mL/cc e agulha 26G1/2. Os animais foram tratados por 14 dias seguidos, 

e então foram eutanasiados, utilizando inalação por Halotano (Sigma-Aldrich), para a 

avaliação da carga parasitária (linfonodo de drenagem e orelha) (Figura 11). 

Figura11- Desenho experimental da infecção, tratamento e acompanhamento das lesões 

5.2.8 Determinação da carga parasitária in vivo 

O linfonodo de drenagem da lesão (retromaxilar), e a orelha infectada (sítio de 

inoculação), foram retirados de maneira asséptica para a determinação da carga parasitária. 

A carga parasitária foi quantificada utilizando o Ensaio de Diluição Limitante (LDA) como 
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descrito por Titus e colaboradores (1985). Brevemente, os linfonodos de drenagem da 

lesão (retromaxilar), e a orelha infectada foram retirados assepticamente, macerados e 

homogeneizados em placa de Petri com 1mL de meio Schneider (Sigma-Aldrich) e 

deixados em repouso por 5 min. Após a homogeneização, o material foi diluído para 8 

concentrações diferentes (103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 1010) em meio Schneider 

suplementado. Cem microlitros destas diluições foram distribuídos em placas de 96 poços, 

fundo chato, contendo meio ágar-sangue N.N.N., em sextuplicatas (6 poços/diluição). As 

placas foram seladas e incubadas a 25oC em B.O.D e observadas em microscópio invertido 

de 3 em 3 dias, até um máximo de 3 semanas, para o registro das diluições que continham 

parasitos. O resultado da leitura das placas foi registrado no software ELIDA 12c para 

Windows (TASWELL, 1984) para o cálculo final do número de parasitos presentes nas 

amostras utilizadas. 

5.2.9 Aspectos Éticos 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará, registro nº 5687261119 (ID 001644) 

(anexo 1). 

5.2.10 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do programa Graph Pad Prism 

versão 5.0. Em todos os testes in vitro os resultados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (E.P.M.) e a comparação entre as médias foi realizada utilizando análise 

de variância (ANOVA) seguida pelo Teste de Tukey, com exceção da dosagem de NO 

em que se empregou o post-teste Bonferroni. O número de parasitos presentes nas lesões 

e linfonodos foram determinados utilizando o programa ELIDA (TASWELL, 1984). Para 

verificar a significância estatística entre os grupos in vivo, nos dados com distribuição 

normal onde foram comparados dois grupos independentes foi utilizado teste t-Student 

não-pareado. Para as comparações entre múltiplos grupos foi realizado o teste one-way 

ANOVA e se houve uma diferença significativa, os grupos foram comparados através do 

post-teste Bonferroni. A análise dos parâmetros histopatológicos foi feita levando-se em 

conta os escores de cada animal. Em todos os testes utilizados, a significância mínima foi 

aceita quando P< 0,05. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Avaliação in vitro da atividade antileishmanial de compostos presentes na 

Amburana cearensis contra formas promastigotas de Leishmania braziliensis. 

 

Foram avaliados in vitro o potencial efeito antileishmanial de dois compostos 

isolados, amburosío A e cumarina, além do extrato seco padronizado (ESAC) e a fração 

fenólica da Amburana cearensis (FFAC). 

Dentre os compostos analisados o ESAC induziu redução na sobrevivência dos 

parasitos estatisticamente significante (30,87 ± 4,66%, 38,49 ± 5,98 %, 40,44 ± 3,97 %) 

em relação ao DMSO (grupo controle) nas concentrações de 25, 50 e 100 μg/mL, 

respectivamente, quando testados com 48 h, esse mesmo perfil não foi obtido quando 

avaliado nas primeiras 24 h (Figura 12A e 12B). 

O AV reduziu a sobrevivência dos parasitos quando avaliado após 48 h, apenas nas 

concentrações de 25 e 50 μg/mL com uma redução de 26,07% ± 2,57% e 28,66 % ± 2,89% 

em relação ao DMSO (Figura 12C e 12D). 

A FFAC desempenhou um resultado positivo na redução da sobrevida dos parasitos 

nas primeiras 24 h testadas com a concentração de 100 μg/mL, despontando 28,78% ± 

2,25% em relação ao DMSO, além de apresentar diferença estatística entre as 

concentrações de 5, 10 e 25 μg/mL. Nas 24 h posteriores, a FFAC manteve o efeito 

antileishmanial na concentração de 100 μg/mL com uma redução de 28,49% ± 1,89% em 

relação ao controle positivo (Figura 12E e 12F). 

O AMB, quando avaliado a partir de 48 h foi verificado redução dos parasitos nas 

concentrações de 25 (23,82% ± 2,189%), 50 (29,41% ± 1,77%) e 100 (23,68%± 3,328%) 

ug/mL em relação ao controle DMSO (Figura 12G e 12H).  

A CUM, quando testada nas primeiras 24 h, demostrou efeito antileishmanial 

contra promastigotas nas concentrações de 25 μg/mL (23% ± 2,545%), 50 μg/mL (33% ± 

1,342%) e 100ug/mL (38% ± 2,739%), respectivamente, e quando avaliada após 48 h, esse 

efeito foi estendido a todas as concentrações utilizadas,alcançando uma redução de 57,3% 

± 3,54% na concentração de 100ug/mL (Figura 12I e 12J). 

Como a cumarina e o extrato seco padronizado apresentaram os resultados mais 

promissores, foram escolhidos, então, para dar prosseguimento aos estudos. 
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Figura 12 - Avaliação da atividade leishmanicida de compostos presentes na Amburana 

cearensis em L. braziliensis in vitro. 
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Fonte: Elaborado pelos autores. Promastigotas (107 parasitos/ml) foram incubadas com ESAC, AV (10, 25, 50, 100 

µg/mL),AMB, FFAC, CUM(10, 25, 50, 100 µg/mL), DMSO 0,1% (Controle do veículo) e Anfotericina B (16 µg/ml 

- Controle positivo) por 24 e 48 horas.Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M *Significância estatística 

vs(δ-DMSO; Ө-ANF.B; ᴪ-[100µg/ mL], π-[50µg/ mL]). As análises foram realizadas em triplicata em três 

experimentos independentes (n=9). ANF.B = Anfotericina B; ESAC= Extrato seco padronizado de Amburana 

cearensis, AV = Ácido Vanílico, AMB= Amburosídio A, FFAC = Fração Fenólica de Amburana cearensis, CUM = 

Cumarina. 

 

6.2 Avaliação da citotoxicidade de CUM em macrófagos RAW 264.7 

O teste de citotoxicidade em macrófagos é primordial, pois parte do ciclo de vida do 

parasito no hospedeiro vertebrado (conversão em amastigota e posterior multiplicação) 

ocorre no interior destas células. A citotoxicidade da CUM e ESAC foi determinada pelo 

teste de MTT em culturas de células com o macrófago RAW 267.4 após 24 e 48h. Não foi 
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observada atividade citotóxica da CUM nos tempos avaliados e quando incubados nas 

diferentes concentrações (10, 25, 50, 100 μg/mL) (Figura 13A e 13B). No entanto o ESAC 

em todas as concentrações analisadas (10, 25, 50 e 100 μg/mL) apresentou toxicidade nas 

24 h iniciais, mostrando redução acima de 50% da viabilidade celular na concentração de 

100 μg/mL, embora esse efeito não tenha se prorrogado até 48 h, inviabiliza os testes 

posteriores (Figura 13C e 13D).  

Figura 13 - Avaliação da citotoxicidade de CUM e ESAC em macrófagos RAW 264.7 in vitro. 

Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos RAW 264.7 foram incubados com a CUM (5, 10, 25, 50, 100 

µg/mL) e após 24 e 48 horas de incubação foi avaliada a viabilidade celular através do teste do MTT. Células 
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não tratadas: RPMI; Controle: DMSO 0,1% – veículo; Padrão citotóxico: DMSO 10%. Os resultados são 

expressos como média ± E.P.M. *Significância estatística vs Controle (p < 0.05). 

6.3 Avaliação da infecção de macrófagos in vitro 

Para avaliar se CUM era capaz de induzir uma diminuição da infecção dos 

macrófagos in vitro, macrófagos RAW 267.4 foram infectados com promastigotas de L. 

braziliensis (10 parasitos: 1 macrófago) e tratados com CUM (10, 25, 50, 100 μg / ml), 

Glucantime (GLU – 4 mg / ml) e DMSO 0,1%  por até 48h. 

A observação das lâminas obtidas mostrou que, após 24h as concentrações de 10, 25 

e 50 ug/mL resultaram em uma redução significante da carga parasitária que variou entre 

50% ± 1,82%, 43% ± 2,13% e 49% ± 2,52% respectivamente, quando comparado com o 

controle positivo (DMSO 0,1%) (IC50- 4,16 ± 0,61 μg / ml) (Figura 14A). O tratamento 

com Glucantime apresentou redução na carga parasitária de 75% ± 2,77%quando 

comparado ao controle. (Figura 14A). 

Após 48h do tratamento com CUM, houve redução significativa da carga parasitária 

nas concentrações de 50 µg/mL (23,75% ± 1,73%) e 100 µg/mL (31,03% ± 2,18%), 

quando comparados com o controle não tratado (IC50- 31,65 ± 1,5 μg / ml) (Figura 14B).O 

tratamento com GLU reduziu o número de parasitos intracelulares em 63,22% ± 1.98%, 

em relação ao controle (Figura 14B). 

Figura 14- Carga parasitária em macrófagos RAW 264.7 infectados com Leishmania 

braziliensis e tratados com CUM.  

Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos RAW 264.7 foram incubados com a CUM (10, 25, 50 e 100 µg/mL) e, 

após 24 e 48 horas, foi avaliada a carga parasitária. Macrófagos infectados e não tratados: - ; Controle do veículo: 

DMSO 0,1%; Controles Positivo: GLU (4mg/mL). Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. 

Significância estatística vs (a- DMSO, b-GLU, c-[10 µg/mL], d-[25 µg/mL]. GLU = Glucantime. -  = L. braziliensis.  
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A observação das lâminas obtidas (Figura 15) mostrou que, após 48h, o tratamento com 

CUM (100 µg/mL), resultou em uma redução estatisticamente significante da carga parasitária. 

Embora as demais concentrações também tenham reduzido significativamente o número de 

parasitos, não foi possível observar diferença entre elas nas fotomicrografias. 

Figura 15- Fotomicrografia de macrófagos RAW 264.7 infectados com Leishmania 

braziliensis e tratados com CUM (48h). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelos autores. A- Macrófagos (MΦ) sem infecção; B- MΦ + L. braziliensis (Lb) sem 

tratamento; C- MΦ + L. braziliensis + CUM 100 μg/mL. 
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6.4.  Avaliação da concentração de óxido nítrico (NO) em macrófagos infectados 

com L. braziliensis 

Na Figura 16A pode ser observado que não houve indução na produção de NO em 

nenhum grupo analisado nas primeiras 24 horas. No entanto,com 48h de incubação, foi 

observado que o tratamento com CUM na concentração de 50 µg/mL (70,94± 

6,80µmol/mL) e 100 µg/mL (114,2 ± 0,005 µmol/mL) induziu significativa produção de 

NO nos macrófago, assim como o GLU (229,4 ± 15,70 µmol/mL), em relação ao controle 

(5,04 ± 0,90µmol/mL), conforme retratado na (Figura 16A e 16B). 

Figura 16-Concentração de óxido nítrico por macrófagos infectados com Leishmania 

braziliensis e tratados com CUM. 

Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos RAW 264.7 foram incubados com a CUM (10, 25, 50 e 100 

µg/mL) e, após24 e 48 horas, foi avaliada a produção de Óxido Nítrico. Controle: RPMI; Macrófagos 

infectados e não tratados: - ; Controle do veículo: DMSO 0,1%; Controle Positivo: GLU (4mg/mL). Os 

resultados foram expressos como média ± E.P.M. Significância estatística vs(a- DMSO, b-GLU, c-[10 

µg/mL], d-[25 µg/mL]. GLU = Glucantime.-  = L. braziliensis.  

 

6.5. Efeito da CUM sobre a concentração de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias em macrófagos infectados com L. braziliensis. 

 

Macrófagos parasitados e tratados com a CUM, com 24 h, induziram o aumento 

significativo da produção de IL-12, em relação ao grupo DMSO (5,474 ± 1,515 pg/mL) 

(Figura 17A). As concentrações de CUM 50 ug/mL (40,16± 8,801 pg/mL) e 100 ug/mL 

(37,81 ± 6,006 pg/mL) obtiveram uma diferença significativa na produção dessa citocina 

em relação a concentração de CUM 10 ug/mL (16,95 ± 1,824 pg/mL), demonstrando uma 

tendência diretamente proporcional na produção dessa citocina. Embora não mostrando 
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diferença significativa os grupos tratados com CUM apresentaram uma produção de IL-12 

semelhante em relação ao GLU (27,36 ± 12,34 pg/mL). Com 48h pós-tratamento, nenhum 

grupo conseguiu manter a produção de IL-12 em relação ao tratamento por 24h. Nessa 

circunstância, os grupos tratados com CUM (10, 25 e 50 µg/mL) 8,33± 0,65 , 8,33± 0,65  e 

10,51± 11,95 pg/mL respectivamente, tiveram suas produções semelhantes ao grupo GLU 

(9,03 ± 1,23pg/mL), e apenas o grupo CUM (100 ± 0,4463 µg/mL) mostrou uma produção 

de IL-12 inferior em relação aos demais grupos tratados (Figura 17A e 17B). 

Na avaliação do efeito da CUM sobre a produção de TNF-α, foi observado que a 

CUM induziu a produção dessa citocina (100 µg/ml- 43,74 ± 6,9 pg/mL) nas primeiras 24h 

de maneira superior em relação a todos os outros grupos tratados, revelando um aumento 

de 3,3 % em relação ao grupo GLU (13,65 ± 0,46 pg/mL) (Figura 17C). Após 48h de 

tratamento, os grupos tratados com CUM nas concentrações de 50 e 100 µg/mL (146 ± 

4,01 124 ± 14,24 pg/mL, respectivamente) apresentaram um aumento dessa citocina, 

enquanto os outros grupos, inclusive o grupo GLU (13,65± 0,46 pg/mL), mantiveram 

menores concentrações de TNF-α em relação ao grupo controle (DMSO 0,1%- 2,519 ± 

0,48 pg/mL) (Figura 17D). 

Figura 17 - Efeito da CUM na concentração de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias em cultura de macrófagos infectados por L. braziliensis. 
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos RAW 264.7 foram incubados com a CUM (10, 25, 50 e 100 

µg/mL) e, após 24 e 48 horas, foi avaliada a produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias. 

Controle: RPMI; Macrófagos infectados e não tratados: - ; Controle do veículo: DMSO 0,1%; Controle 

Positivo: GLU (4 mg/mL). Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. Significância estatística vs 

(a- DMSO, b-GLU, c-[10 µg/mL], d-[25 µg/mL], e- [ 50 µg/mL]). GLU = Glucantime. -  = L. braziliensis. 

 

Nas Figuras 17E e 17F estão descritos os efeitos da CUM (10 – 100 µg/mL) sobre a 

produção IL-10. Nas primeiras 24h o tratamento com CUM em macrófagos infectados por 

L. braziliensis induziu a produção de IL-10 de maneira concentração-dependente, sendo a 

CUM na concentração de 100ug/mL (35,96± 4,04pg/mL) capaz de superar o efeito 

promovido pelo Glucantime (17,30± 1,08pg/mL) nenhum outro grupo conseguiu induzir 

uma secreção tão significante (CUM 10- 7,52± 0,75 pg/ml; CUM 25- 15,49 ± 1,50 pg/mL; 
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CUM 50- 19,70 ± 0,91 pg/mL).  Após 48h de infecção, ocorreu uma indução na produção 

de IL-10 pelas células tratadas com CUM nas concentrações de 50 µg/mL (37,18± 8,83 

pg/mL) e 100 µg/mL (44,34± 11,55 pg/mL) sobressaindo-se aquelas tratadas com o 

antimônio (0,41± 0,076 pg/mL). O Glucantime não manteve uma produção de IL-10 após 

48h (Figuras 17E e 17F). 

A adição de CUM (10 – 100 µg/mL) em macrófagos infectados por L. braziliensis 

causou uma redução na concentração de IL-4, 24h após o tratamento, apresentado redução 

de maneira concentração-dependente (45,52± 4.,87 a 13,25± 1,25 pg/mL). Após 48 h de 

tratamento houve uma diminuição significativa na concentração dessa citocina, variando 

entre (3,59 ± 0,42 e 10,83± 1.,77 pg/mL). O grupo GLU, fármaco de referência, manteve a 

produção dessa citocina (20,31± 3,20 pg/mL), nos tempos analisados. No entanto o grupo 

não tratado obteve um aumento de IL-4 (29,18 ± 12,51 pg/mL) após 48 h superior a todos 

os grupos analisados (Figura 17G e 17H).  

 

6.6 Avaliação da cinética das lesões (orelha) em hamster infectados com 

Leishmania braziliensis e tratados com Cumarina. 

 

 Para avaliação da cinética das lesões, hamsters dourados (n=24) foram inoculados 

com promastigotas metacíclicas na derme da orelha direita. As orelhas infectadas e suas 

contra laterais não infectadas foram mesuradas a cada 5 dias pós-infecção, sendo 

acompanhada até o fim do tratamento 35 dias pós infecção (Figura 18 e Figura 19) 

 Em todos os grupos as medidas foram aumentando gradativamente e a partir do 

vigésimo dia pós-infecção, surgiram nódulos de 1,5 mm em média de espessura, quando 

foram iniciados os tratamentos, realizados por 14 dias seguidos (Figura 18) 

 Na primeira semana pós-tratamento (s.p.t), tanto no grupo tratado com CUM 

como o grupo que recebeu o GLU a espessura das lesões apresentou regressão significativa 

quando comparado ao grupo controle tratado com salina. 

  O grupo tratado com GLU manteve regressão significativa ao longo do 

tratamento chegando a fechar a lesão (Figura 19). Neste mesmo período o grupo tratado 

com CUM manteve uma regressão menos acentuada da espessura das lesões, no entanto 

significativa em relação ao grupo não tratado que manteve um aumento das lesões. 
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Figura 18- Espessura da lesão de hamsters infectados na orelha com L. braziliensis e 

tratados com CUM. 

  

Elaborado pelos autores. Efeito do tratamento com Cumarina no desenvolvimento da lesão após infecção por 

L. braziliensis. Hamsters foram inoculados com 107 promastigotas em fase estacionária de L. braziliensis na 

derme da orelha direita e foram separados em três grupos: 1 - animais infectados e não tratados (Controle); 2 

- infectados e tratados com Glucantime (100 mg / kg); 3 - infectado e tratado com Cumarina (20 mg / kg) por 

14 dias (área de caixa). Os dados são representados por média ± S.E.M. * P <0,05 e *** P <0,001 em 

comparação ao grupo controle.  

Figura 19: Fotomicrografias dos aspectos das lesões durante o tratamento com CUM na 

infecção por L. braziliensis 

Fonte: Elaborado pelos autores. d.p.i significa dias pós infecção. 
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6.7 Carga parasitária no sítio de inoculação do parasito (orelha) e no linfonodo 

drenante da lesão em hamster infectados com Leishmania braziliensis e tratados com 

Cumarina. 

 Avaliando a carga parasitária nas lesões das orelhas foi possível observar que o 

grupo GLU reduziu o número de parasitos na orelha dos animais tratados (1.0 x 105 ± 0,01) 

entretanto, os grupos de animais tratados com CUM (9,4 x 104 ± 5 x 104) e aqueles tratados 

com salina (44 x 104 ± 25 x 104) não obtiveram tal resultado (Figura 20A). 

No entanto, quando avaliada a cinética da carga parasitária do linfonodo drenante da 

lesão foi observado que o grupo tratado com CUM (0,013 x 103 ± 1,2 x 103) conseguiu 

reduzir o número de parasitas em relação aos grupos tratados com salina(2,4 x 103 ± 2,06 x 

103)  e GLU (0,047 x 103 ± 1,7 x 103  ) (Figura 20B). 

 

Figura 20- Carga parasitária na lesão (A) e no linfonodo drenante da lesão (B) em hamsters 

infectados com Leishmania braziliensis e tratados com CUM. 

 

 

Figura 20 - Fonte: Elaborado pelos autores. Número de parasitas nas orelhas (A) e linfonodos de drenagem 

(B) de hamster inoculados na derme da orelha direita com 107 promastigota de L. braziliensis e divididos em 

3 grupos (não tratado-salina; tratado com Glucantime; tratado com Cumarina (20 g/kg/dia)). Grupos de 

animais (N= 8/grupo) foram eutanasiados na segunda semana pós tratamento. Os resultados foram expressos 

como média ± E.P.M. Significância estatística quando P < 0.05. 

 

 

 

 

A B 
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7 DISCUSSÃO 

     Apesar da existência de outros estudos de avaliação antileishmanial usando 

compostos fenólicos e extratos de planta na literatura (SILVEIRA et al.,2020), o presente 

trabalho representa o primeiro estudo de avaliação de compostos presentes na A. 

cearensis na infecção por L. braziliensis in vitro e in vivo. Foi realizado o screening 

preliminarmente do extrato padronizado, sua fração fenólica e alguns compostos isolados 

de A. cearensis frente promastigotas de L. braziliensis. As análises posteriores de 

citotoxicidade e avaliação contra amastigotas nos permitiram observar melhores 

resultados com o composto isolado CUM, que conseguiu imunomodular a resposta à 

infecção e diminuir a carga parasitária em macrófagos. Observou-se que CUM quando 

administrado via oral, tem a capacidade de reduzir a espessura da lesão na orelha e a 

carga parasitária na lesão e impedir a disseminação dos parasitos para o linfonodo 

drenante, em hamsters infectados por L. braziliensis. 

  Um ensaio antileishmanial biologicamente correto depende da escolha do estágio 

do parasita (AULNER et al., 2013). Vale ressaltar que as promastigotas diferem 

significativamente das amastigotas em relação à morfologia, à composição do glicocálice 

de superfície e ao metabolismo. É concebível que a biologia específica do estágio tenha 

consequências importantes sobre como os parasitas respondem a medicamentos e produtos 

químicos (KAR et al.,2017). No ciclo natural da vida da Leishmania, as promastigotas 

estão presentes no vetor, quando o parasita é transmitido aos seres humanos, é 

internalizado por macrófagos, evolui da forma promastigota para a forma amastigota que 

multiplica-se e começa a infectar outros macrófagos próximos (KAYE, SCOTT, 2011; 

ALCOLEA et al, 2010; GLUENZ et al, 2010). Embora a pesquisa realizada sobre formas 

promastigotas não representem a infecção do hospedeiro mamífero, torna-se importante 

para a identificação de novas terapias potenciais (GUAN, MÄSER 2017). 

Inicialmente, foi avaliado o efeito antiparasitário de extrato, fração e moléculas de A. 

cearensis contra promastigotas de L. braziliensis. Dentre os materiais investigados foi 

observado o seguinte ranking de efeito leishmanicida CUM > ESAC > FFAC (constituída 

majoritariamente por AMB) > AV > AMB, na redução do número de parasitos. 

O resultado obtido para CUM quanto a atividade contra promastigota é compatível 

com as perspectivas esperadas a partir do estudo realizado por Bravo et al. (1999), em que 

foi relatada a atividade antileishmanial in vitro da cumarina contra formas promastigotas 

de L. amazonensis, L. braziliensis e L. donovani em uma concentração de 50 μg / ml.  
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Corroborando com os dados obtidos no presente trabalho, diversas cumarinas já 

comprovaram suas atividades anti-Leishmania. A 7-geraniloxicumarina, auraptene, isolado 

das folhas de Esenbeckia febrífuga, mostrou inibição significativa do crescimento 

de promastigotas de L. major (NAPOLITANO et al.,2004). Iranshahi e colaboradores 

(2007) isolaram duas cumarinas sesquiterpênicas de Ferula szowitsiana e comprovaram 

suas atividades contra L. major. Ainda, cumarinas isoladas de Platymiscium floribundum 

revelaram atividades leishmanicida contra L. donovani, L. mexicana e L. major (VILA-

NOVA et al., 2013). 

Já é relatado na literatura que outros tipos de cumarina são eficazes in vitro contra 

formas promastigotas em várias espécies de Leishmania, tanto para causadoras de LT, 

como de LV, mostrando seu potencial antileishmanial (COSTA et al., 2014; OKETCH-

RABAH et al., 1997; MANDLIK et al., 2016b ; SANTOS et al., 2011; BRENZAN et 

al.,2008; CARDOSO et al., 2017). 

Assim como a A. cearensis e atribuído a outras plantas aromáticas ação terapêutica 

antileishmanial, estudos mostraram que, extratos, metabolitos secundários ou óleo 

essencial dessas plantas, foram potentes para inibir o crescimento das formas 

promastigotas de Leishmania ssp. A atividade biológica dos extratos das várias partes das 

plantas investigadas parece dever-se à presença de metabólitos secundários, como 

flavonóides identificados em 92% dos extratos vegetais, alcalóides (88%), taninos (83%), 

triterpenóides (67%), antraquinonas (42%), esteróides (33%), saponinas (25%) e cumarinas 

(17%) (BRAGA et al., 2007; SEN et al.,2010; UEDA-NAKAMURA et al.,2006; DUTRA 

et al.,2016). 

Embora a promastigota seja mais fácil de manusear, esta forma possui a limitação 

de algumas diferenças metabólicas com a forma amastigota, forma infectante de 

mamíferos, que podem alterar sua resposta aos medicamentos (COSTA et al.,2014). Os 

compostos que apresentam atividade contra promastigotas poderiam ser incapazes de 

alcançar as formas amastigotas da Leishmania, pois poderiam apresentar inabilidade de 

atravessar a membrana das células, ou de se manterem estáveis com o baixo pH no interior 

dos macrófagos. No entanto, outros produtos podem ser também fagocitados pelos 

macrófagos e ativar diretamente o estágio intracelular do parasita ou estimular os próprios 

macrófagos para produzirem reativos de oxigênio e assim matar o parasita (DUARTE et 

al.,2016). 

A utilização de testes in vitro, por meio de ensaios de viabilidade celular, constitui o 

primeiro passo para a avaliação da compatibilidade biológica de uma substância e oferece 
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informações importantes sobre a análise da biocompatibilidade entre diferentes materiais 

(ROGERO et al., 2003). Testes de citotoxicidade com produtos naturais são importantes 

devido ao interesse em terapias alternativas e ao uso terapêutico de plantas medicinais 

(BRENZAN et al., 2007). Além disso, o teste de citotoxicidade em macrófagos é 

primordial, pois é parte do ciclo de vida do parasito no hospedeiro vertebrado, uma vez que 

a conversão em amastigota e posterior multiplicação ocorre no interior destas células (LIU; 

UZONNA., 2012; KOUTSONI et al.,2014). 

A cumarina (1,2-benzopirona) isolada da A. cearensis não apresentou toxicidade 

aos macrófagos RAW 264.7 garantindo uma viabilidade segura as células. Análise 

microscópica de macrófagos infectados e tratados com cumarina por 24 e 48h revelou que 

esta preservou a integridade dos macrófagos. Esses dados foram corroborados por estudo 

realizado por BRAVO et al, (1999) que também observaram uma baixa toxicidade da 

cumarina, em células Kb com um IC 50 acima de 100 μg / ml. Mais recentemente MA et al., 

(2019) mostraram que as cumarinas extraídas de Cirsium japonicum (Asteraceae) somente 

exibiram toxicidade celular contra macrófagos RAW 264.7 em uma concentração superior 

(IC 50 =162,7 μg/mL) à utilizada no presente trabalho. Ainda, derivados sintéticos da 

cumarina. (6-Amino-3- (1,3-benzodioxol-5-il) -2H-cromen-2-ona) e 3- (1,3-Benzodioxol-

5-il) -6 - {[(1E) -2-furilmetileno] amino} não apresentaram toxicidade significativa em 

macrófagos de linhagem celular (J774) (MANDLIK et al., 2016b). 

 O ESAC, no entanto, apresentou toxicidade acentuada nas primeiras 24 h 

analisadas embora, revertendo esse resultado no ensaio de 48 h, apenas para as 

concentrações mais baixas. Tal efeito já era esperado pois ARARUNA (2008) encontrou o 

mesmo resultado quando avaliou a citotoxicidade do ESAC em neutrófilos humanos, com 

toxicidade nas concentrações de 50, 100 e 200 μg/mL. Um estudo realizado por Brenzan e 

colaboradores (2008) não corrobora com o presente trabalho pois quando os autores 

avaliaram a citotoxicidade do extrato de diclorometano e do composto isolado cumarina (-) 

mammea A / BB contra macrófagos peritoneais de camundongo observaram que o 

composto purificado (-) mammea A / BB era mais citotóxico que o extrato de 

diclorometano. Isto não foi verificado no presente estudo, uma vez que o ESAC apresentou 

uma toxicidade que não foi observada na cumarina isolada. Já é bem documentado que 

extratos e frações de produtos naturais são compostos por uma variedade de moléculas, que 

em suas interações químicas com as células podem combinar antagonicamente ou 

sinergicamente e assim, alterar o efeito tornando-o mais citotóxico (FIGUEREDO et al., 

2013). 
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O Glucantime apresenta sérios efeitos adversos in vivo, sendo demonstrado por 

apresentar elevada toxicidade in vitro (DUARTE et al.,2016). Sabe-se que os antimoniais 

têm ação parasiticida direta e comprometimento no DNA do parasita. A comparação dos 

produtos dos antimoniais pentavalentes Sb (V) com relação à atividade de inibição do 

crescimento para células GLC4 sugere fortemente que Sb (III) residual determina a 

toxicidade do medicamento contra células de mamíferos. (DZAMITIKA et al.,2006). Foi 

demonstrado anteriormente que os antimoniais pentavalentes, a pentamidina e 

a paranomicina, usadas para o tratamento de LC e LV, mostram falta de resposta na 

forma promastigota de Leishmania (DIBYENDU et al.,2014). 

Diante dos resultados promissores obtidos na avaliação da toxicidade da CUM em 

macrófagos, os estudos prosseguiram investigando o efeito deste sobre macrófagos 

infectados por L. braziliensis. 

Modelos experimentais baseados na atividade contra formas amastigota de 

Leishmania spp. são importantes porque é o estágio de vida do parasito responsável pelas 

diferentes manifestações clínicas, sendo esse modelo o melhor caminho para relatar a 

atividade de drogas-teste antileishmaniais in vivo e in vitro (CARVALHO et al.,2017). 

Este trabalho relata pela primeira vez uma nova atividade farmacológica, assim 

como a resposta imunológica frente à infecção por Leishmania para o composto 

cumarina (1,2-benzopirona). A avaliação da carga parasitária, após tratamento por 24 

horas com CUM de macrófagos infectados por L. braziliensis, comprovou efeito 

leishmanicida (10, 25, 50 µg/mL), com diminuição significativa das formas amastigotas 

intracelulares, embora, na avaliação de 48 horas, essa redução não tenha se mantido 

significativa em relação ao grupo Glucantime, observou-se que o efeito da CUM pode ser 

comparado ao grupo Glucantime, cuja concentração empregada foi 40 vezes superior à 

máxima concentração de CUM investigada. 

Corroborando com os dados do presente estudo, a cumarina (-) mammea A/BB, 

purificada a partir do extrato de diclorometano das folhas de Calophyllum braziliensis, 

demonstrou significativa atividade contra formas amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis e L. braziliensis (BRENZAN et al., 2007; BRENZAN et al.,2008). 

Osthole (Osthol), cumarina natural conhecida da Medicina Tradicional Chinesa, 

extraída de Prangos aspérula foi avaliada contra amastigotas de Leishmania major 

demonstrando uma diminuição da viabilidade das amastigotas dentro de macrófagos com 

IC 50 valor de 14,95 ug / ml após 72 h (KERMANI et al.,2016).   Drogas híbridas derivadas 

de triclosan conjugada com Ɵ-cumarina avaliados quanto à atividade antileishmanial 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/pentamidine
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/pentamidine
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contra amastigotas de L. panamensis, apresentou inibições de até 94,4% na 

concentração 20 µg / mL (OTERO et al.,2014). 

Em um estudo de triagem de plantas medicinais contra L. amazonensis, os extratos 

de Bidens pilosa L. (Asteraceae), espécie constituída de derivados cumarínicos, 

flavonoides e taninos, inibiu o crescimento de amastigotas com IC50 de 42,6 µg/mL, 

(VALDÉS & RÊGO, 2001; SANTOS et al., 2011; GARCÍA et al., 2010). Ahua et al. 

(2004), avaliando a atividade de compostos isolados da raiz de Thamnos marhodesica 

(Rutaceae), constituída por  furanocumarinas, cumarina e derivados de acridona, 

observaram elevada atividade leishmanicida frente a amastigotas de L. major em dois 

compostos (gravacridonediol e rhodesiacridona, com PI = 93,8% e 98,6% a 10 µg/mL, 

respectivamente). 

Atualmente a CUM vem sendo utilizada na clínica para o tratamento de síndromes 

venosas ou linfáticas, para redução de edemas, com a comercialização de medicamentos 

orais (ALMEIDA et al.,2019). No entanto o mecanismo exato de ação da CUM ainda não 

tenha sido decifrado, sua capacidade de aumentar a atividade fagocítica dos macrófagos é 

bem conhecida (MANDLIK et al., 2016). Um bom candidato a agente antimicrobiano deve 

ser aquele que estimula os macrófagos a produzir moléculas antimicrobianas, como óxido 

nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ERO). A Produção dessas moléculas por 

macrófagos ativados é necessária para eliminar efetivamente as amastigotas dos 

macrófagos (DIBYENDU et al.,2014; SAHA et al., 2011; GUPTA et al., 2011).  

Muitos estudos demonstram que macrófagos ativados por citocinas podem gerar 

grandes quantidades de NO, que se apresenta como a principal molécula efetora na morte 

de amastigotas de Leishmania (GRIMALD-JR et al.,2010: KALANTARI et al.,2014; 

SCORZA, CARVALHO, WILSON 2017). A CUM (1,2-benzopirona) foi capaz de induzir 

produção de NO após 48 h de tratamento in vitro o que está consistente com a cinética da 

indução de iNOS, que atua entre 48-72 horas após a infecção (GIUDICE et al., 2007). 

O comprometimento do metabolismo do estresse oxidativo de 

macrófagos por espécies intracelulares de Leishmania desempenha um papel fundamental 

em sua sobrevivência (SCORZA, CARVALHO, WILSON 2017). A Leishmania consegue 

isso prejudicando a ativação dos macrófagos hospedeiros e, assim, impedindo a produção 

de NO. Neste estudo, os macrófagos infectados e tratados com CUM (50 e 100 μg/mL) 

aumentaram os níveis de NO após 48 h de tratamento. 

Nesse contexto, extratos e compostos isolados derivados de plantas representam 

uma boa fonte de agentes terapêuticos para o tratamento da leishmaniose. Abordagens 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001994?via%3Dihub#bib0180
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489414001994?via%3Dihub#bib0040
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/leishmania


69 
 

experimentais usando compostos com disposição antileishmanial buscam um sistema de 

administração de drogas que possa ativar macrófagos, com o objetivo de induzir uma 

resposta imune do tipo Th1 (DIBYENDU et al.,2014). 

O presente estudo avalia o comportamento de citocinas e reativos de oxigênio 

frente a infecção por L. braziliensis e tratamento com o composto fenólico cumarina (1,2 

benzopirona). Visto que, não existe na literatura trabalhos que demonstrem o perfil de 

citocinas e ROI induzidos por esse tratamento. Foram descritos estudos com compostos 

derivados de plantas mostrando atividade semelhante de aumento de NO, a Artemisinina e 

o linalol presentes no óleo essencial de Ocimum gratissimum e Croton cajucara, 

respectivamente, conseguiram induzir a produção de NO na infecção de macrófagos por L. 

major (VAN ASSCHE et al.,2011). Macrófagos murinos quando infectados com L. 

amazonensis e tratados com fração purificada da planta Zingerber officinalis induziu 

produção de NO nessas células (DUARTE et al.,2016). 

O ácido gálico metabólito secundário fenólico presente em muitas espécies de 

plantas, induziu as células RAW 264.7 infectadas com L. donovani e L. major a liberar NO 

em quantidades apreciáveis (54 μM NO). Além de ser um potencial indutor de TNF in 

vitro (KOLODZIEJ; KIDERLEN,2005). 

Macrófagos são as principais células hospedeiras da Leishmania ssp. e tem um 

relevante papel no controle imunológico de parasitas intracelulares. Para enxertar suas 

atividades microbicidas os macrófagos desenvolveram mecanismos estruturais e 

moleculares (aumento do nível de citocinas e NO) causando danos nas proteínas e DNA do 

parasito (CARVALHO et al.,2017). 

O resultado da infecção da leishmaniose humana depende do tipo de resposta 

imunológica que se desenvolve. O tipo de resposta Th1 é favorável à resistência ao 

parasito, enquanto uma resposta Th2 promove a susceptibilidade. O mecanismo de ação é 

baseado no estímulo imunológico, com ativação da resposta imune e produção de citocinas 

inflamatórias tal como IL-12, TNF-α, como também de mediadores químicos como NO e 

reativos de oxigênio (DUARTE et al.,2016).   

As citocinas, especificamente IL-12 e IL-4, desempenham um papel crítico na 

diferenciação das células T helper, embora outros fatores também influenciem o 

desenvolvimento dos subconjuntos de célula T (HONDOWICZE, SCOTT 2002). Durante 

as interações patógeno-hospedeiro, a produção inicial de quimiocinas e de citocinas pode 

influenciar tanto nas respostas imunes inata quanto adaptativa (INCHAUSTEGUI et 

al.,2010).  

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/artemisinin
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/ocimum-gratissimum
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/croton
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O controle da L. braziliensis está associado com uma resposta imunológica Th1 

específica contra o parasito. A produção de IL-12 por macrófagos e células dendríticas, 

leva à produção de IFN-γ por células NK e diferenciação de células Th0 em células Th1, 

que também produzirão IFN-γ que irá fornecer um estímulo chave para o desenvolvimento 

da resistência de macrófagos e a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio por 

estes (GIUDICE et al., 2007; ANDRADE et al.,2014).  

No presente estudo a CUM desempenhou um papel de imunomodular a resposta de 

macrófagos frente a infecção por L. braziliensis, com aumento na indução de TNF-α, IL-12 

e IL-10 esta última que se comporta como uma citocina regulatória, e diminuição  da 

citocina IL-4 que apresenta um perfil anti-inflamatório. 

A susceptibilidade à Leishmania é apoiada, na maior parte dos casos, na produção 

precoce de IL-4 que promove o desenvolvimento de lesões durante as fases iniciais da 

infecção (VASQUEZ et al.,2008). Tem sido demonstrado que a biossíntese da poliamina 

induzida por IL-4 (regulação positiva através da arginase) favorece a sobrevivência do 

parasita em macrófagos (NADERER; MCCONVILLE, 2008). Um estudo recente 

demonstrou que a indução de IL-4 por cepa de L. braziliensis resistente a antimônio foi 

responsável pelas diferenças no desenvolvimento das lesões, na replicação parasitaria e na 

persistência da doença em camundongos infectados (COSTA et al.,2011). Tem sido 

relatado também que IL-4 é capaz de regular para baixo a produção de IL-12 e a expressão 

do receptor de IL-12 (ALEXANDER; BRYSON.,2005). 

Estudo realizado com compostos fenólicos isolados de espécies de Sálvia avaliou a 

atividade in vitro contra parasitos de Leishmania spp. e o efeito imunomodulador sobre as 

funções dos macrófagos RAW 264.7, com produção de TNF-α variando de 22 a 117 

U/mL, IL-6 variando de 3 a 42 U/mL e uma sútil produção de IFN-γ (3 a 5 U/mL) 

(RADTKE et al., 2003). 

Tem sido bem documentado que a infecção de macrófagos por Leishmania pode 

conduzir à produção de IL-10 e TGF-β, citocinas imunorreguladoras, conhecidas por 

causarem inibição/desativação das funções dos macrófagos (LIU; UZONNA,2012). A IL-

10 inibe a explosão respiratória e a produção de citocinas inflamatórias, especialmente 

TNF-α, pelos macrófagos. Está bem estabelecido que IL-10 endógeno é um mediador 

central da homeostase imunológica, necessária para modular a forte reação inflamatória 

que pode acompanhar a resposta imunológica contra patógenos nos tecidos (OLIVEIRA; 

BRODSKYN., 2012). 
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No entanto, o papel de IL-10 na LC humana, como resultado de uma infecção por 

L. braziliensis, não é tão claro, e já foi sugerido que a ausência, ao invés da elevada 

produção de IL-10 era a causa da doença (SALHI et al., 2008) devido a exagerada 

inflamação causada por citocinas Th1 (DÍAZ et al., 2013). Os dados são consistentes com 

um estudo realizado por Anderson et al 2007 que sugere que a produção de IL-10 é uma 

via reguladora em um ambiente de forte resposta pró-inflamatória mediado por células 

Th1. Níveis mais altos de IL-10 acompanham a diminuição dos níveis de IL-12 (VAN 

ASSCHE et al.,2011), como observado em nosso estudo no qual a CUM foi capaz de 

imunomodular a resposta frente a infecção in vitro de L. braziliensis, com diminuição de 

IL-12 e um aumento de IL-10 após 48 h de tratamento. 

As células CD4 e CD8 são necessárias para resolver a infecção, juntamente com um 

equilíbrio entre Th1 e Th2. Portanto, os pré-requisitos essenciais de um composto 

imunomodulador eficaz potencialmente antileishmanial devem ser seu potencial para ativar 

as células fagocíticas e inclinar o desequilíbrio Th1-Th2 a favor de Th1( VAN ASSCHE et 

al.,2011; SAHA, MUKHOPADHYAY, CHATTERJEE, 2011). 

O tratamento com artemisinina, encontrado nas folhas de Artemisia indica,   na LV 

causada por L. donovani provocou um aumento significante na geração tanto de IFNγ 

quanto na IL-2 em linfócitos T dependentes de CD3+ corrigindo o desequilíbrio Th1/ 

Th2 distorcido (SEN et al.,2010). Taninos e outros compostos relacionados, quando 

avaliados quanto a produção de citocinas na infecção por L. major sugeriram que os efeitos 

destes polifenóis na infecção por Leishmania foram devidos à ativação de macrófagos e 

não à atividade antiparasitária direta. Os resultados mostraram que esses compostos podem 

ser considerados como modificadores benéficos da resposta imunológica (KOLODZIEJ et 

al.,2001b). A regulação positiva da resposta Th1 é uma estratégia eficaz para eliminação de 

parasitas. IL-6 e IL-1β são citocinas pró-inflamatórias potentes envolvidas na geração de 

NO e ativação de macrófagos, que são aumentadas por antimoniais (SEN et al.,2010).  

 Neste trabalho, quando a CUM foi utilizada como tratamento de animais 

infectados por L. braziliensis, embora não tenha induzido diminuição de forma significante 

na carga parasitária no sítio da lesão, conseguiu prevenir sua disseminação para o linfono 

drenante, causando ainda diminuição estatisticamente significante da espessura da lesão 

em relação ao controle, ao final do tratamento. Embora não tenhamos feito a dosagem de 

citocinas no teste in vivo, podemos sugerir, com base nos resultados in vitro que esses 

resultados se devam a capacidade da CUM de modular a resposta imunológica, 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/cd4
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/cd8
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/th1-th2-balance
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/t-cells
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/th1-th2-balance
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/th1-th2-balance
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/upregulation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/macrophage-activation
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controlando os parasitas através do aumento de citocinas pró-inflamatórias, e reduzindo a 

destruição tecidual pela indução de citocinas regulatórias. 

Um problema frequente associado à terapia com leishmaniose é a taxa de 

recidiva. A resolução da lesão não corresponde a uma cura parasitológica, O número de 

parasitas pode cair abaixo dos níveis detectáveis, no entanto,  parasitas ou DNA destes 

podem ser encontrados nas cicatrizes ou linfonodos de pacientes curados, anos após o 

tratamento com cura clínica e reativarem novamente algum tempo depois, principalmente 

após uma imunossupressão. Essa propensão dos parasitas a persistir em tecidos saudáveis 

pode ter implicações para muitas das outras formas de leishmaniose cutânea. 

(CARVALHO, FERREIRA, 2001; CHRISTENSEN et al.,2016; SCORZA., 2017). 

A possibilidade da disseminação da Leishmania braziliensis, a partir do foco 

primário de infecção, principalmente para a mucosa nasal, passou a ser admitida desde o 

reconhecimento da forma mucosa da leishmaniose tegumentar americana (LTA). As 

leishmanias são capazes de permanecerem no sistema fagocítico-mononuclear durante 

muito tempo ou, até mesmo, por toda a vida do indivíduo, acarretando recidivas, 

geralmente anos após a cura da lesão primária, ao nível das mucosas, mesmo por pacientes 

tratados e aparentemente curados (MORAES, CORREIA-FILHO, SANTOS, 1993; 

VIANA, 2013; CONTER, 2013 ). 

O mecanismo de persistência da infecção por L. braziliensis não é totalmente 

conhecido até o momento. Sabe-se que a resposta imune do hospedeiro parece ser crucial 

no controle e na contenção do parasito, além de já ter sido demonstrado que as citocinas e 

quimiocinas têm um envolvimento direto na persistência da leishmaniose (FIGUEIREDO 

et al.,2017). 

No entanto, não está esclarecido até que ponto a manutenção do parasito em órgão 

linfoides secundários e mesmo na pele pode ser importante para reinfecções e recidivas, 

mas já se sabe que o linfonodo é conhecido como um dos primeiros órgãos a ser afetado 

durante a disseminação sistêmica do parasito (VIANA, 2013). Foi demonstrado que a 

imunossupressão é um fator desencadeante para a reativação da doença, além de recidivas 

de lesões tratadas e surgimento de lesões nas mucosas (CONTER, 2013; CONCEIÇÃO-

SILVA, LEITE-SILVA, MORGADO, 2018). 

Foi observado em camundongos infectados por L. braziliensis que, embora os 

parasitos tenham desaparecido do sítio de inoculação inicial, a carga parasitária persistiu 

no linfonodo de drenagem após 90 dias pós infecção, indicando que são capazes de 

continuar se multiplicando neste sítio, apesar da resolução da infecção (VIANA, 2013). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Concei%26%23x000e7%3B%26%23x000e3%3Bo-Silva%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29971054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Concei%26%23x000e7%3B%26%23x000e3%3Bo-Silva%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29971054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite-Silva%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29971054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morgado%20FN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29971054
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Em um estudo realizado por Fonseca, (2016) observou-se que hamster infectados 

na orelha com L. braziliensis apresentaram parasitos tanto no sítio da lesão como no 

linfonodo drenante retromaxilar, mesmo após 60 dias pós infecção. 

A infecção de hamsters dourados (Mesocricetus auratus) por L. braziliensis resulta 

em uma lesão localizada e na disseminação do parasita, que se assemelha ao perfil da 

infecção em humanos. O hamster dourado é suscetível a L. braziliensis e reproduz a 

infecção humana, com ulceração progressiva no local da inoculação, seguida pela 

disseminação dos parasitas para o linfonodo drenante, o que leva a cronicidade da doença 

(COSTA et al.,2014). 

Foi demonstrado recente que estudos com derivados de plantas realizados in vitro 

frequentemente não dão continuidade com os testes in vivo (SILVEIRA et al.,2020). Isso 

revela uma grande lacuna para a formulação de novos tratamentos à base de plantas ou 

seus compostos, que por vezes apresentam um potencial leishmanicida por isso, poucos 

estudos foram encontrados descrevendo esses resultados. O estudo realizado Tiuman e 

colaboradores (2012) ao avaliarem a atividade da (-) mammea A / BB, um tipo de 

cumarina purificada da Calophyllum brasiliense, observaram nos animais que receberam 

tratamento intramuscular e tópico por 30 dias consecutivos (18 mg / kg / d IM, 0,2% 

tópico) reduziram significativamente o tamanho de lesões cutâneas nas almofadas das 

patas de camundongos em comparação com as do grupo controle. 

 O extrato de Tinospora sinensis   quando administrados por via oral  em hamsters a 

500 mg / kg / dia, no tratamento da leishmaniose visceral, resultou em 76,2 ± 9,2% de 

redução de carga parasitária. Quando utilizados nas doses de 250 e 100 mg / kg, resultou 

em 55,4 ± 8,6 e 34,4 ± 6,4% de inibição, respectivamente (SINGH et al.,2008).  

A administração oral do composto (6-Amino-3- (1,3-benzodioxol-5-il) -2H-cromen-

2-ona) em camundongos Balb/c na dose de 5 mg / kg / peso por via oral foi realizada por 

um período de 8 semanas. Apresentou redução na carga parasitária no linfonodo drenante e 

na espessura da lesão de pata desses animais (MANDLIK et al., 2016). 

Já é documentado que plantas aromáticas, classe que está inserida a A. cearensis, se 

apresentam como maioria quando se refere ao tratamento das mais diversas doenças 

principalmente seu uso na medicina popular o tratamento oral com o óleo essencial de C. 

ambrosioides, em camundongos  infectados com L. amazonensis desenvolveram lesões na 

planta da pata significativamente menores em comparação com os animais não tratados. 

(MONZOTE et al., 2006; MONZOTE et al., 2007). 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/tinospora
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1567576911003043?via%3Dihub#bb0225
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bagg-albino-mouse
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Apesar da eficácia dos medicamentos existentes contra a leishmaniose, existem 

inúmeros incômodos associados a esses medicamentos, alto custo, regimes de tratamento 

prolongados e efeitos colaterais tóxicos que podem diminuir a adesão ao tratamento 

completo, além disso, não é certo a eficácia desses tratamentos contra todas as formas 

clínicas de leishmaniose. Essas questões exigem alternativa à quimioterapia, como o 

desenvolvimento de novas drogas menos tóxicas ou diferentes intervenções, com 

apresentação mais acessível, como medicamentos orais, contra as leishmanioses (BACON 

et al.,2013). Embora já exista um medicamento oral aprovado para o tratamento da 

leishmaniose resistente na Índia, essa droga apresenta teratogenicidade e não é eficiente em 

todas as formas de leishmaniose ( DIDWANIA et al;.2017). 

A utilização dos medicamentos orais é uma alternativa viável, por ser uma forma 

menos invasiva, ao contrário das terapias intravenosas, permitindo que o paciente tenha 

melhor qualidade de vida, com a convivência familiar permitindo a continuação de suas 

tarefas diárias, além de dispensar a necessidade de internação para realizar o tratamento, 

aliado o valor econômico. Outros benefícios relacionados está o fato de ser indolor e não 

ocasionar efeitos colaterais tão sérios, quando comparados com os medicamentos 

administrados por outras vias (SILVA et al.,2017). 

Estudos de custos de doença são úteis para o planejamento e gestão dos recursos na 

área da saúde, pois informam aos gestores sobre o valor das perdas econômicas 

relacionadas a uma doença. A avaliação econômica quando se refere ao tratamento de 

doenças crônicas é imprescindível frente ao cenário de possibilidade de incorporação no 

SUS de esquemas terapêuticos. (CARVALHO, 2019; OLIVEIRA; SANTOS; DA SILVA, 

2014). 

A atividade da CUM pode ser aumentada ao ser combinada aos medicamentos 

padrão para o tratamento da leishmaniose, reduzindo assim a duração do tratamento, 

toxicidade e diminuição do custo da terapia. 

Além disso, estudos realizados utilizando a terapia combinada contra a 

leishmaniose apresentou resultados promissores para 98% dos casos e reduziu 

significativamente os problemas de resistência em alguns estudos de ensaios clínicos 

(GHORBANI,  FARHOUDI, 2018). 

Nesse estudo foram utilizados animais do ambos os sexos para também avaliar 

diferenças relacionadas ao sexo na fisiologia da doença e com o metabolismo diferencial 

dos medicamentos. No entanto não foi encontrado diferença na carga parasitária das lesões 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Didwania%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29312309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghorbani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29317800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farhoudi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29317800
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e no linfonodo drenante entre machos e fêmeas avaliados. Muitas doenças de pele mostram 

um viés sexual na prevalência, gravidade e mortalidade. Sabe-se também que os hormônios 

sexuais medeiam as diferenças na estrutura e fisiologia da pele entre machos e fêmeas. 

Estudos em camundongos e humanos demostraram que o estrogênio diminui a cicatrização 

da pele, enquanto a testosterona a promove. Em resumo, pode-se especular que no sítio da 

infecção, as diferenças qualitativas e quantitativas na composição celular e sinais 

inflamatórios poderiam afetar o desenvolvimento e manutenção da resposta imune e a 

evolução da infecção entre machos e fêmeas (MIAO et al.,2019; RIBEIRO-ROMÃO et 

al.,2014). Devemos lembrar que, as respostas antimicrobianas frente a Leishmania são 

determinadas principalmente em relação as espécies de do parasita que ao sexo do 

hospedeiro (LOCKARD, WILSON, RODRIGUÉZ, 2019). 

Diante dos resultados apresentados, pode-se discutir que o tratamento das 

leishmanioses envolve uma complexidade de fatores que devem ser considerados. Os 

fármacos disponíveis apresentam algumas limitações, como a diversidade de efeitos 

colaterais, necessidade de administração diária parenteral e a resistência aos fármacos. 

Hoje o desenvolvimento racional de fármacos é uma realidade, abrindo novas perspectivas 

quanto à descoberta de novos medicamentos ou buscando o melhoramento daqueles 

existentes. Algumas alternativas são o desenvolvimento de fármacos a partir de 

microorganismos e de plantas; novos medicamentos sintéticos e a associação de fármacos 

com citocinas para estimular o sistema imune (imunoterapia). 

Os medicamentos à base de plantas e sua combinação com os medicamentos 

atualmente disponíveis podem não apenas reduzir o custo, a toxicidade e a duração dos 

tratamentos, mas também abrir uma janela promissora para alcançar o controle eficaz da 

leishmaniose. 
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8 CONCLUSÕES 

Este estudo demonstrou na bioprospecção de compostos isolados da A. cearensis 

(CUM, AMB e AV), extrato seco (ESAC) e fração fenólica (FFAC) contra promastigodas 

de L. braziliensis, CUM e ESAC apresentaram melhores resultados com redução de até 

57% dos parasitos. 

Não foi observada citotoxicidade pela CUM em todas as concentrações estudas (10 

- 100 μg/mL) em macrófagos RAW 264.7. No entanto a citotoxicidade apresentada pelo 

ESAC inviabilizou os testes posteriores com esse composto. 

O tratamento in vitro com o constituinte majoritário da Amburana cearenses CUM 

é capaz de reduzir a carga parasitária em macrófagos infectados por cepa de Leishmania 

braziliensis, induziu uma maior produção de TNF-α, IL-10 e inibiu a secreção de IL-4, 

principalmente após 24h e 48h, sugerindo uma imunomodulação da resposta inflamatória; 

O tratamento oral com CUM diminuiu a carga parasitaria na lesão da orelha de 

hamsters infectados, e impediu a disseminação dos parasitos para o linfonodo drenante, 

provavelmente por ser capaz de imunomodular o processo inflamatório no sítio da 

infecção.  

Os dados deste trabalho sugerem um promissor efeito imunomodulador da CUM na 

infecção por L. braziliensis. Novos estudos com outras intervenções e associações com 

CUM poderão trazer melhor compreensão ao tema. 
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