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RESUMO 
 

Introdução: As leishmanioses são doenças negligenciadas causadas por protozoários 

do gênero Leishmania, endêmicas em muitos países. Os tratamentos atuais têm alta 

toxicidade e resistência parasitária crescente, exigindo novas soluções terapêuticas 

menos tóxicas. O objetivo deste estudo foi identificar os constituintes químicos do 

extrato e frações das folhas de Krameria tomentosa A. St.-Hil, bem como avaliar o 

efeito citotóxico do extrato e frações sobre as formas promastigotas e amastigotas da 

Leishmania amazonensis (L.). Métodos: O extrato bruto (EB) e a fração acetato de 

etila (FAE) foram obtidos e caracterizados quimicamente. Foram realizados testes de 

citotoxicidade in vitro utilizando eritrócitos de carneiro e células imortalizadas da 

linhagem RAW, além de ensaios de toxicidade in vivo em larvas de Tenebrio molitor. 

Também foram avaliadas a atividade leishmanicida (promastigotas e amastigotas), a 

morte celular (apoptose e necrose), a produção de óxido nítrico e a atividade 

antioxidante. As análises estatísticas foram conduzidas utilizando o software 

GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.). Resultados: Na análise do extrato 

bruto (EB) das folhas de Krameria tomentosa A.St.-Hil, foram identificadas 18 

moléculas, a maioria das quais flavonoides. Resultado semelhante foi observado na 

caracterização da fração acetato de etila (FAE), na qual foram identificados 8 

compostos, todos flavonoides. Quanto à atividade anti-Leishmania in vitro do extrato 

bruto e frações de Krameria tomentosa, observou-se citotoxicidade contra as formas 

promastigotas de L. amazonensis. O índice de seletividade (IS) foi de de 7.17 para a 

fração acetato de etila em promastigotas, e de 4.5, em amastigotas. O extrato e as 

frações não apresentaram toxicidade in vitro e in vivo. Em relação à produção de óxido 

nítrico (NO), observou-se indução significativa tanto pelo extrato bruto quanto pela 

fração acetato de etila (FAE) em comparação ao grupo controle. Conclusão: Os 

resultados deste estudo indicam que o extrato hidroetanólico das folhas de Krameria 

tomentosa possui atividade leishmanicida efetiva contra L. amazonensis, 

especialmente nas frações acetato de etila e hexânica, que são ricas em flavonoides. 

Além disso, tanto o extrato bruto quanto a fração acetato de etila demonstraram 

atividade antioxidante significativa. Observou-se também que a morte celular induzida 

por apoptose foi mais prevalente do que por necrose em comparação ao grupo 

controle. 

 
Palavras-chave: Krameria tomentosa. Atividade leishmanicida. Atividade antioxidante. 



 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Leishmaniasis is a neglected disease caused by protozoa of the genus 

Leishmania, endemic in many countries. Current treatments have high toxicity and 

increasing parasite resistance, requiring new, less toxic therapeutic solutions. The 

objective of this study was to identify the chemical constituents of the extract and 

fractions of the leaves of Krameria tomentosa A. St.-Hil, as well as to evaluate the 

cytotoxic effect of the extract and fractions on the promastigotes and amastigotes 

forms of Krameria tomentosa A. St.-Hil, as well as to evaluate the cytotoxic effect of 

the extract and fractions of the promastigotes and amastigotes of Krameria tomentosa 

A. St.-Hil. Leishmanicidal activity (promastigotes and amastigotes), cell death 

(apoptosis and necrosis), nitric oxide production and antioxidant activity were also 

evaluated. Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad 

Software Inc.). Results: In the analysis of the crude extract (EB) of Krameria tomentosa 

A.St.-Hil leaves, 18 molecules were identified, most of which were flavonoids. A similar 

result was observed in the characterization of the ethyl acetate fraction (EAF), in which 

8 compounds were identified, all flavonoids. Cytotoxicity against the promastigote 

forms of L. amazonensis was observed for the in vitro anti-Leishmania activity of the 

crude extract and fractions of Krameria tomentosa. The selectivity index (SI) was 7.17 

for the ethyl acetate fraction in promastigotes and 4.5 for amastigotes. The extract and 

fractions did not show toxicity in vitro and. Regarding nitric oxide (NO) production, 

significant induction was observed both by the crude extract and by the ethyl acetate 

fraction (FAE) compared to the control group. Conclusion: The results of this study 

indicate that the hydroethanolic extract of Krameria tomentosa leaves has effective 

leishmanicidal activity against L. amazonensis, especially in the ethyl acetate and 

hexane fractions, which are rich in flavonoids. In addition, both the crude extract and 

the ethyl acetate fraction. 

 

Keywords: Krameria tomentosa. Leishmanicidal activity. Antioxidant activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são doenças negligenciadas de grande importância para a 

saúde pública. Podem se apresentar como lesões cutâneas (Leishmaniose 

Tegumentar Americana – LTA) ou como alterações orgânicas mais graves 

(Leishmaniose Visceral Americana – LVA) (Von Stebut, 2015; Torres-Guerrero et al., 

2017). Causada por protozoários do gênero Leishmania, no Brasil as espécies 

Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e 

Leishmania (Viannia) guyanensis são os principais agentes causadores da LTA 

(Carvalho et al., 2019; Farias et al., 2021). 

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) e da Organização 

PanAmericana de Saúde (OPAS), no âmbito global, as leishmanioses situam-se como 

umas das dez principais doenças tropicais que sofrem descaso, sendo consideradas 

doenças negligenciadas. Elas são um grupo de doenças endêmicas que atingem 99 

países, onde, 89 são endêmicos para leishmaniose cutânea (LC), 80 para 

leishmaniose visceral (LV) e 71 para ambas as formas clínicas (LC e LV) (PAHO, 

2024). 

Na Região das Américas, casos de LV foram notificados desde o sul dos 

Estados Unidos até o norte da Argentina, excluindo o Chile e as Ilhas do Caribe 

(OPAS, 2024). A LC e a LV estão presentes em um total de 21 países, sendo 19 

endêmicos para LC e 13 países para LV. No período de 20 anos entre 2001 e 2021, 

a OPAS recebeu notificação de um total de 1.105.545 casos de LV e LC, com uma 

média anual de 52.645 casos. A LV, por sua vez, registrou 69.665 novos casos no 

mesmo período, com média anual de 2.488 casos e taxa de letalidade em torno de 

8%, a mais elevada quando comparada a outros continentes (OPAS, 2023). 

Em relação à leishmaniose visceral (LV), é conhecida popularmente como 

calazar que significa febre negra, também apresentando ampla distribuição mundial 

sendo caracterizada primariamente como uma zoonose podendo acometer o homem 

quando este entra em contato com o ciclo de transmissão do parasito, transformando-

se em uma antropozoonose. Os pacientes apresentam ainda hepatoesplenomegalia, 

anemia, leucopenia e trombocitopenia. Os principais fatores de risco para o óbito por 

LV envolvem complicações infecciosas e hemorragias, que pode ser evitado com a 

identificação precoce dos pacientes (Duarte; Badaró, 2009; Brasil, 2006).  
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Os parasitas responsáveis pela leishmaniose visceral são Leishmania (L.) 

chagasi, Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) infantum (Almeida et al., 2005). 

As poucas opções terapêuticas disponíveis para essas doenças apresentam 

toxicidade e efeitos colaterais elevados, além de evidências de resistência (Roatt et 

al., 2020). Com isso, a descoberta e desenvolvimento de novos compostos 

farmacologicamente ativos tornam-se de grande importância. 

 Neste contexto, espécies vegetais, a exemplo de espécie Krameria 

tomentosa, conhecida popularmente como carrapicho-de-cavalo, carrapicho, 

carrapicho-de-boi, ratainha-da-terra, ratânhia do-Brasil, ratânhia-da-terra, ratania, 

ratania-de-nova-granada, têm sido utilizada na medicina popular no combate de 

disenterias, estomatites, corrimentos vaginais, hemorroidas, hemorragias e afecções 

na boca. É nativa do continente sul americano e ocorrem no Brasil, Venezuela e 

Colômbia, sendo encontrada principalmente em solos arenosos (Agra et al., 2008; 

Ramirez et al., 2019). É amplamente distribuído no território brasileiro, podendo ser 

encontrada nas regiões Norte, Centro-Oeste, Sudeste e no Nordeste, onde ocorre em 

todos estados (Simpson, 2015).  

Silva et al. (2001) isolaram uma trinorneolignana inédita e outras quatro 

neolignanas já descritas para outras espécies. Madeiro (2012) a partir das técnicas de 

Espectroscopia no infravermelho, Espectrometria de Massas e Ressonância 

Magnética Nuclear de 1H e 13C unie bidimensionais, conseguiu identificar duas 

neolignanas inéditas, ottomentosa e sobralina,também foram isoladas as neolignanas 

eupomateoide 6, 2-(2’,4’-diidroxifenil-5-(E)-propenilbenzofurano e diidrocarinatidina, 

relatadas pela primeira vez na família. 

A espécie Krameria tomentosa vem sendo estudada por alguns 

pesquisadores o que a torna uma potencial fonte de novas drogas para o tratamento 

de doenças. Estudos demonstraram que o extrato de Krameria tomentosa (carrapicho-

de-cavalo) possui vários constituintes químicos, principalmente da classe dos 

lignoides (Silva et al., 2001; Madeiro et al., 2012). Com base nisto, o presente trabalho 

se justifica pelo interesse estudar, em modelos in vitro, o efeito do extrato e frações 

das folhas da espécie vegetal Krameria tomentosa na infecção por Leishmania 

amazonensis. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 Plantas medicinais 

 

O uso de produtos naturais tem sido um recurso ao alcance do ser humano 

desde a antiguidade (Pereira, 2022). Durante muito tempo, o homem empiricamente 

desfrutou da flora local para atender as necessidades primordiais, assim como na 

prevenção, tratamento e cura de enfermidades (Ferreira Neto; Santos; Tellis, 2022). 

No século XIX com o progresso científico na área da química, a fitoterapia teve o seu 

maior avanço, o que permitiu analisar, identificar e separar os princípios ativos das 

plantas (Rodrigues; Sobreira, 2020). 

Com o progresso da tecnologia e da indústria farmacêutica, os fitoterápicos 

foram associados à crença popular e desprovidos de conhecimento científico (Silva; 

Siochetta; Berlezi, 2020). Entretanto, devido ao surgimento de efeitos colaterais e 

resistência por parte dos microrganismos, os fitoterápicos voltaram a ser alvo de 

interesse na área farmacológica e investigação científica, por apresentarem baixo 

valor econômico, boa aceitação pela população, menores índices de efeitos colaterais 

e melhor tolerância do paciente (Rogério et al., 2021) (Torres, 2021).  

Os fitoterápicos, atualmente, representam uma parcela significativa no 

mercado de medicamentos. Dados apontam uma taxa de crescimento anual de 15% 

no mercado nacional e estrangeiro (Kirchner et al., 2022). Um dos fatores que 

contribuíram para este aumento foram os avanços na área cientifica permitindo o 

desenvolvimento de fitoterápicos seguros e eficazes (Silva; Pamponet, 2022). No 

Brasil foram implantadas várias políticas e programas relacionados a plantas 

medicinais e fitoterápicos, com o objetivo de associar o conhecimento popular com o 

científico. Dentre elas podemos citar a Política Nacional de Plantas Medicinal e 

Fitoterápico, Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no 

SUS, entre outras (Barreto; Oliveira, 2022). 

As propriedades terapêuticas dos produtos fitoterápicos ganham cada vez 

mais espaço devido às descobertas de novos compostos bioativos, presentes em 

espécies vegetais, que são eficientes no tratamento de diversas doenças. Esses 

compostos são divididos em diferentes classes de metabólitos secundários como 
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taninos, saponinas, alcaloides, compostos fenólicos flavonoides, dentre outros, que 

podem ser aplicadas na produção de fármacos. (Macuácua, 2022). 

 

2.2 O gênero Krameria  

 

O gênero Krameria é formado por 18 espécies (quadro 1) herbáceas ou 

arbustivas que são predominantemente encontradas em regiões neotropicais e 

ecologicamente restritas a zonas áridas ou sazonalmente secas das Américas 

(Simpson et al., 2004; Gimenes; Lobão, 2006; Giannini et al., 2011). O centro primário 

de diversidade específica está localizado no México, onde ocorre o aparecimento de 

onze espécies, e o secundário no Brasil, com cinco espécies (Giannini et al., 2009, 

2011), podendo ser encontradas nos biomas Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata 

Atlântica (Simpson, 2015). 

 

Quadro 1 – Espécies que pertencem ao gênero Krameria 

K. argentea K. paucifolia 

K. bahiana K. revoluta 

K. cistoidea K. sonorae 

K. cytisoides K. secundiflora 

K. erecta K. ramosíssima 

K. grandiflora K. spartioides 

K. grayi K. ixine 

K. lanceolata K. pauciflora 

K. lappacea K. tomentosa 

Fonte: Adaptado de Giannini et al. (2011) 

 

Após ser registrado pela primeira vez por Loefling em 1758, o gênero Krameria 

apresentou um problema para os taxonomistas. No início, foi colocado na família 

Polygalaceae por Jussieu (1789) e depois transferido para a família Leguminosae por 

Taubert (1892). 
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Quadro 2 – Classificação taxonômica de Krameria tomentosa segundo (Simpson, 

1989) 

Classificação taxônomica 

Reino: Plantae 

Divisão: Magnoliophyta 

Classe: Magnoliopsida 

Orfem:  Polygalales 

Família: Kramereiaceae 

Genero: Krameria 

Espécie: Tomentosa 

Fonte: Simpson (1989) 

 

2.3 Espécie: tomentosa 

 

Esta espécie apresenta-se como um arbusto de caule liso, estriado, glabro na 

parte inferior e pubescente na superior; folhas longa pecioladas (pecíolos com 3- 6 

espinhos na base), elípticas, epinescentes no ápice, pubescentes; flores curto- 

pediceladas, grandes, de quatro sépalas e cinco pétalas, as duas superiores elípticas 

e as três inferiores espátulo-rombóides, dentadas no ápice, dispostas em racimos 

bracteados; brácteas e bracteolas tomentosas; ovário viloso; fruto de vagem globosa, 

unisperma, com numerosos espinhos e sedas rígidas (Simpson, 1989) conforme 

pode-se observa na figura 1.                            

 

Figura 1 – krameria tomentosa 

 

Fonte: Costa-Lima (2020) 
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Krameria tomentosa é descrita pela literatura como amplamente encontrada em quase 

todas as regiões do brasil. Porém na região nordeste e encontrada apensa nos 

estados de Sergipe e alagoas.  No mundo segundo dados do sistema de informação 

sobre a biodiversidade brasileira em 2020 houve ocorrência de 1.914 Registros da 

espécie no Brasil. 

 

Figura 2 – Mapa de registros de ocorrência de Krameria tomentosa A.St.-Hil em 
2020 no Brasil 

 

Fonte: SIBBR (2020) 

 

Em relação à fitoquímica, já foram isoladas diversas substâncias neste gênero 

onde se destacam os lignoides (neo-lignoides e nor-neo lignoides) e taninos 

condensados (Simpson, 2007). Ainda foi relatada a presença de terpenos, esteroides 

e flavonoides (Ramírez et al., 2012; Scholz; Rimpler, 1989) 

As raízes desta espécie são utilizadas na medicina popular na forma de 

decocto como antidiarreico e topicamente contra úlceras vaginais (Agra et al., 2008). 

Quanto aos estudos farmacológicos, já foi feita a avaliação de sua toxicidade sobre o 

sistema reprodutor de ratos e ratas (Santos, 2016), potencial antioxidante, 

antimicrobiano e antineoplásico (Melo, 2018), e o efeito vasorrelaxante da 

norneolignana isolada desta espécie, a 2-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-5-(e)-

propenilbenzofurano em aorta de rato (Castro et al., 2006) 
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Do ponto de vista fitoquímico, já foram isoladas diversas substâncias neste 

gênero onde se destacam os lignoides (neo-lignoides e nor-neo lignoides) e taninos 

condensados (Simpson, 2007).  

Alguns estudos fitoquímicos desta espécie foram realizados apenas como o 

descrito Por Silva et al. (2001) no qual foi possível isolar e elucidar uma trinorlignana 

inédita na literatura, além da identificação de outras quatro neolignanas. O outro 

estudo, realizado por Madeiro et al. (2012) Resultou no isolamento e elucidação de 

cinco neolignanas.  

 

2.4 Antioxidantes 

 

Os antioxidantes são compostos que protegem os sistemas biológicos, 

inibindo os efeitos negativos dos processos e reações que levam à oxidação de 

moléculas ou estruturas celulares (Prevedello et al., 2021). Para um antioxidante ser 

considerado eficaz são necessárias algumas características, como por exemplo, ter a 

presença de substituintes doadores de elétrons ou de hidrogênio ao radical, em função 

de seu potencial de redução; capacidade de deslocamento do radical que seja de fácil 

absorção, caso seja adquirido de forma exógena (Lima, 2018). 

As plantas constituem uma importante fonte de produtos naturais 

biologicamente ativos, que se difere em diversidade química e características 

biológicas (Lima et al., 2021). Uma série de doenças crônicas, como doenças 

cardiovasculares, diabetes, Alzheimer e Parkinson podem ter seu risco reduzido pela 

ingestão destes produtos. Esses benefícios são atribuídos aos metabólitos 

secundários presentes em diferentes partes das plantas, que apresentem atividade 

antioxidante (Pereira, 2022). 

Compostos fenólicos, como flavonóides, quinonas, cumarinas, liganos e 

taninos são exemplos de metabólitos secundários, que atuam como antioxidantes, 

pois conseguem captar radicais livres, tais como hidroxila, peróxila e radicais 

superóxidos. Esse mecanismo ocorre através da transferência de átomos de 

hidrogênio e de elétrons, podendo interagir sinergicamente com outros antioxidantes. 

(Bzzo; Rezende, 2022); (Ebert et al., 2021) 
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2.5 Compostos fenólicos 

 

Ao longo dos anos, o interesse pelos compostos fenólicos vem aumentado 

bastante devido à propriedade antioxidante que essas substâncias apresentam em 

sequestrar radicais livres, os quais são extremamente prejudiciais à saúde humana 

(Alves; Neves; Costa, Neves et al., 2008). Quimicamente, os compostos fenólicos são 

definidos como substâncias que estruturalmente possuem um anel aromático com 

uma ou mais hidroxilas, incluindo seus grupos funcionais (Lee; Hong, 2005). 

Apresentam estrutura variável e por isso, são multifuncionais (Shahidi; Naczk, 1995). 

Esses compostos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de 

polimerização, contribuindo para promover sabor, odor e coloração aos diversos 

vegetais, além de serem essenciais para o crescimento e reprodução destes (Simões 

et al., 2007; Soares, 2002). Estão presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a 

açúcares (glicosídeos) e proteínas (Bravo, 1998). 

 Já são conhecidos mais de 8000 compostos pertencentes a este grupo de 

moléculas, os quais podem ser encontrados em diversas partes das plantas, como 

nas sementes, frutos, folhas, casca, caule e também na raiz (Dreosti, 2000). Os 

compostos fenólicos apresentam grande diversidade de efeitos biológicos e podem 

ser divididos em duas categorias. A primeira está relacionada a sua estrutura-

atividade, devido à presença do anel fenólico e hidroxilas, atuando como antioxidantes 

eficazes no sequestro de radicais livres e na inibição da oxidação em cascata, inibindo 

assim as reações oxidativas desses radicais com moléculas biológicas, como: lipídios, 

carboidratos, proteínas e DNA (Vattem; Shetty, 2005). A segunda está relacionada ao 

seu mecanismo de ação, que apresenta a capacidade de modular a fisiologia celular, 

tanto em níveis moleculares quanto bioquímicos/fisiológicos. 
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Figura 3 – Esquema das rotas metabólicas que dão origem aos compostos fenólicos 

 

Fonte: Taiz; Zeiger (2004) 

 

Os flavonoides representam um dos metabólitos secundários mais presente 

nas espécies vegetais, representando assim uma importante classe dos polifenóis. 

Possuem atividades terapêuticas com propriedades antioxidantes, anti- inflamatória e 

antiviral. Para a identificação de flavonoides uma das técnicas utilizadas é a 

cromatografia por camada delgada que pode ser revelado com auxílio de reagentes 

específicos seguidos da observação da luz ultravioleta (Simões et al., 2017). 

Os taninos são polifenóis hidrossolúveis e de acordo com a estrutura química 

podem ser classificados em taninos hidrolisáveis e taninos condensados. Plantas 

medicinais que apresentam taninos em sua composição química possuem 

propriedades terapêuticas utilizadas para tratamento de diarreia, queimaduras, 

feridas, problemas gástricos, renais e processos inflamatórios, além de possui 

atividade farmacológicas bactericida, antivirais e fungicidas (Simões et al., 2017). 

 

2.6 Leishmanioses 

 

As leishmanioses são caracterizadas como uma doença tropical e subtropical 

causada por protozoários intracelulares do gênero Leishmania. A forma de 

transmissão aos humanos ocorre durante o repasto sanguíneo da fêmea do 
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flebotomíneo, em especial os gêneros Phlebotomus e Lutzomya sendo Lutzomya 

longipalpis o vetor prevalente no Brasil (Torres-Guerreiro et al., 2017; Campolina et 

al., 2020). Durante esse processo, a forma infectante (promastigota) é fagocitada 

pelos macrófagos e no interior da célula se transformam na forma intracelular 

obrigatória (amastigotas), que conseguem se adaptar e sobreviver no fagolisossomo 

e consequentemente, se multiplicar e quando externalizados são capazes de infectar 

outras células (Von Stebut, 2015). 

As manifestações clínica esta relacionada a alguns fatores como, a espécie 

causadora da doença e o aspecto imunológico do indivíduo, classificando-se de 

acordo com as duas formas clínicas apresentadas: Leshmaniose Tegumentar 

Americana (LTA), caracterizada pelo aparecimento de lesões cutâneas na pele e nas 

mucosas, e Leishmaniose Visceral (LV), forma clínica mais grave e capaz de atingir 

órgãos como o baço e o fígado (Von Stebut, 2015; Rodrigues, 2022). A Leshmaniose 

Tegumentar Americana pode ainda apresentar-se nas formas de Leishmaniose 

cutânea (LC), mucocutânea (LMC) e cutânea difusa (LCD).  

Brasil está entre os países com mais de 90% dos novos casos de 

leishmaniose visceral e cutânea registrados pela OMS em 2020 (WHO, 2022). No 

período de 2001 a 2021, um total de 1.105.545 casos de leishmaniose cutânea (LC) 

e mucosa (LM) foram notificados à OPAS, correspondendo a uma média de 52.645 

casos por ano.  No mesmo período, foram registrados 69.665 novos casos de 

leishmaniose visceral (LV), com média anual de 2.488 casos e taxa de letalidade de 

cerca de 8% – considerada a mais alta quando comparada a outros continentes 

(OPAS, 2023).  

Os primeiros relatos de leishmaniose visceral no Brasil ocorreram em 1913, 

quando Migone, no Paraguai, descreveu um caso ao encontrar o parasita em material 

obtido por necropsia de paciente oriundo de Boa Esperança, Mato Grosso. Penne em 

1934, em lâminas de cortes histológicos de fígado, para o diagnóstico de febre 

amarela, de indivíduos das Regiões Norte e Nordeste. Posteriormente entre os anos 

1936 e 1939, Evandro Chagas e colaboradores diagnosticaram o primeiro caso 

humano in vivo, demonstraram a doença em cães, sugeriram como provável vetor o 

flebotomíneo Lutzomyia longipalpis e nomearam o parasito Leishmania chagasi. A 

partir de 1953 a doença foi estudada em algumas regiões do País, principalmente 

Nordeste, ficando demonstrado seu carácter endêmico (Tortora; Funke; Case, 2012). 
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De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), até 2018 94% do 

total de novos casos de Leishmania ocorreram em sete países: Brasil, Índia, Quênia, 

Somália, Sudão do Sul, Etiópia e Sudão. É endêmica em 88 países, dos quais 72 são 

classificados como países em desenvolvimento. A LVA ocorre com maior prevalência 

na Índia, Nepal, Sudão, Brasil e Bangladesh, enquanto 91% da LC estão concentradas 

no Afeganistão, Irã, Síria, Brasil, Arábia Saudita e Peru conforme Figura 4: 

(Sasidharan; Saudagar, 2021). 

 

Figura 4 – Mapa geográfico de distribuição mundial da Leishmaniose Visceral 
Americana (a) e Leishmaniose Cutânea (b) 

 

Fonte: Adapitado de Sasidharan; Saudagar (2021) 

 

Alguns fatores estão associados quanto aos números elevados de casos da 

doença, sendo observado a este fato que às populações humanas que possuem nível 

socioeconômico abaixo da média e vivendo em áreas periurbanas próximas a áreas 

florestadas. Esses ambientes não oferecem condições de saneamento adequadas, 

propiciando assim o aumento quanto a exposição humana aos vetores, aumentado os 

potenciais reservatórios e reduzindo a qualidade dos programas de controle 

epidemiológico (Valero; Uriarte, 2020). 



24 

 

Mundialmente, a Leishmaniose está entre as 10 principais doenças tropicais 

negligenciadas, e atualmente tem afetado mais de 12 milhões de pessoas, sendo 

endêmica em 99 países, principalmente em regiões afetadas pela pobreza e 

problemas sociais ligados à saúde. Até o momento, o tratamento da Leishmaniose é 

prioritariamente medicamentoso e segue o esquema de tratamento estabelecido por 

cada país de acordo com as orientações da OMS e o contexto socioeconômico de 

cada localidade (OPAS 2023). 

 

2.7 Ciclo biológico 

 

O ciclo biológico destes parasitas é heteroxeno, desta maneira, divide-se em 

duas etapas: a primeira ocorre dentro do flebotomíneo fêmea (hospedeiro 

intermediário), que durante a picada ingere macrófagos infectados com a forma 

intracelular do protozoário, chamada de amastigota. Essas formas amastigotas 

fazemseu processo de reprodução por divisão binária, e no intestino do mosquito 

transformam-se em promastigotas (formas alongadas e flageladas), posteriormente 

em promastigotas metacíclicas, que é a forma infectante do protozoário. Seguido 

desses processos, ocorre a migração dos parasitos para a probóscide do mosquito 

transformam-se em promastigotas (formas alongadas e flageladas), posteriormente 

em promastigotas metacíclicas, que é a forma infectante do protozoário. Seguido 

desses processos, ocorre à migração dos parasitos para a probóscide do 

flebotomíneo, que serão inoculados durante o repasto sanguíneo (Logrado Júnior et 

al., 2022). 

A segunda fase ocorre dentro do hospedeiro vertebrado (hospedeiro 

definitivo), que após a picada recebe as promastigotas metacíclicas, elas são 

rapidamente capturadas pelos macrófagos do sistema fagocitário mononuclear, e no 

meio intracelular diferenciam-se em amastigotas, multiplicando-se rapidamente até 

que a célula estoure. No processo de ruptura, outros macrófagos serão infectados e 

outros vetores serão contaminados no repasto sanguíneo, dando continuidade ao 

ciclo do parasita, conforme exposto na Figura 5 (Logrado Júnior et al., 2022; Reithinger 

et al., 2007). 
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Figura 5 – Ciclo de vida dos parasitas Leishmania 

 

Fonte: Adaptado de Reithinger et al. (2007) 

 

Vários fatores podem influenciar na gravidade clínica da doença, entre eles a 

resposta imunológica do hospedeiro frente à infecção e diversos polimorfismos 

genéticos ligados à imunidade (Rossi; Fasel, 2018). Nesse processo de combate à 

infecção, tanto a imunidade inata, quanto a adaptativa, desempenham um papel 

crucial na defesa do organismo, no entanto, esses protozoários desenvolveram 

mecanismos para burlar essa resposta e garantir sua sobrevivência (Pacheco-

Fernandez et al., 2021).  

Primeiramente, logo após a entrada do parasito temos a atuação do sistema 

imune inato, que age concentrando o parasita no local na picada e reconhecendo o 

agente infecioso através dos fagócitos e células apresentadoras de antígeno, que vão 

ativar a produção de citocinas e outros componentes inflamatórios para a destruição 

do patógeno (Oliveira et al., 2021).  

Podem ocorrer também desses parasitas serem capazes de atenuar a função 

de macrófagos, células dendríticas e outros diversos elementos para contra-atacar o 

sistema imune (Pacheco-Fernandez et al., 2021). 

Podendo assim ocorrer diferentes manifestações clinica exigindo diferentes 

mecanismos farmacocinéticos dos fármacos atualmente utilizados (Berman, 2005). 
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Logo a ausência de vacinas e dificuldades em relação aos tratamentos 

convencionais, fortalece a necessidade de drogas mais efetivas ou descoberta de 

produtos naturais para substituir os mesmos ou suplementa-los de forma tratar a 

doença e seus respectivos sintomas e melhor a qualidade de vida do paciente (Rocha 

et al., 2005). 

 

2.8 Leishmaniose Cutânea (LC) 

 

A leishmaniose cutânea ou tegumentar é a forma clínica da doença que afeta 

pele e mucosas, subdivide-se em: leishmaniose cutânea, mucosa, disseminada e 

difusa (Cincurá et al., 2017). A forma cutânea é a mais comum desta patologia, ocorre 

quando a espécie do parasita em questão apresenta um tropismo por macrófagos na 

região da pele (Silva et al., 2021), apresentando lesões circunscritas em áreas 

expostas da pele do hospedeiro, que surgem inicialmente na região da picada do 

mosquito, principalmente nos braços, pernas e rosto (Mokni 2019). 

Essas lesões podem apresentar diferentes aspectos, dependendo da espécie 

de Leishmania spp. e da resposta imunológica do hospedeiro. Geralmente, 

apresentase inicialmente, com uma pequena pápula de caráter inflamatório, que 

raramente provoca prurido. Entretanto, com a evolução do quadro, é possível observar 

o aumento progressivo da lesão, até que alcance seu tamanho definitivo, tornando-se 

um nódulo ulcerado no centro, com demarcações precisas e de formato arredondado 

(Mokni 2019). Conforme figura 6. 

 

Figura 6 – Leishmaniose cutânea (lesão nodular) 

 

Fonte: Mokni (2019) 
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2.9 Tratamento 

 

Até o momento, ainda não existem vacinas ou profilaxia medicamentosas para 

as Leishmanioses, o que torna o tratamento com fármacos a única opção, posto que, 

o controle do vetor não é uma ação eficaz. 

O tratamento dessa doença varia de acordo com a situação econômica da 

região afetada e segue as diretrizes da OMS, sendo majoritariamente baseada no uso 

de fármacos (OPAS, 2023). Atualmente, para o tratamento da leishmaniose são 

utilizados cinco medicamentos: os Antimoniais Pentavalentes (antimoniato de 

meglumina, estibogluconato de sódio), Anfotericina B (desoxicolato de sódio, 

lipossomal), Miltefosina, Pentamidina e Paramomicina (Soni et al., 2019). Vale 

ressaltar que essa terapia é um processo complexo, uma vez que, todas as opções 

de fármacos disponíveis no momento mostram limitações importantes, como a baixa 

eficácia terapêutica, alto custo de aquisição, difícil administração e alta toxicidade, 

todos esses fatores contribuem para a baixa adesão ao tratamento farmacologico 

(Santiago; Pita; Guimarães, 2021). 

 

2.9.1 Anfotericina B 

 

A Anfotericina B é um fármaco bastante utilizado como um agente antifúngico 

poliênico, apresentando também atividades anti-leishmania nas formas parasitárias, 

amastigotas e promastigotas. Sua aplicação é intravenosa e é constantemente 

indicada nos casos de LV, isto por causa do processo de resistência farmacológica e 

os efeitos adversos dos antimoniais (Soni et al., 2019). Seu mecanismo de ação está 

ligado à sua afinidade por ergosterol, que está presente nas membranas plasmáticas 

(MP) da Leishmania, portanto a anfotericina liga-se a MP do parasita, formando poros 

e aumentando a permeabilidade, consequentemente isso gera uma perda de íons, 

efusão de líquida e posterior morte do parasito (Santiago; Pita; Guimarães, 2021; Silva 

et al., 2021). Porem a anteforicina B da mesma como acontece com Leishmania 

também possui a capacidade de ligar-se às membranas das células humanas, sendo 

esse fator responsável pela maioria de seus efeitos colaterais (Santiago; Pita; 

Guimarães, 2021). A toxicidade deste farmaco gera uma gama de efeitos adversos 
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como: febre, hipotensão, calafrios, miocardite, comprometimento das funções renais 

e hepáticas, o que limita seu uso no tratamento de alguns pacientes.   

No entanto apesar de apresentar tais efeitos adversos citados um 

melhoramento na sua formulação com suplementação a base de lipídios levou a 

criação da Anfotericina B, única aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) 

dos EUA e que devido a sua formulação lipossômica, proporcionou a diminuição dos 

efeitos adversos com melhor biodisponibilidade e aumento da sua eficácia (Roatt et 

al., 2020; Sasidharan; Saudagar, 2021).  

Por conta das limitações dos tratamentos padronizados para leishmanioses 

atualmente presentes no mercado farmacêutico, tem havido um crescente interesse 

em e desenvolver estudar novas substâncias obtidas a partir de extratos vegetais que, 

são amplamente encontrados facilitando o acesso à população. Alguns produtos 

naturais são considerados uma importante fonte alternativa de novos agentes 

leishmanicidas (Bahmani et al., 2015; Odonne et al., 2017). Abaxo e possível observa 

a extrutura química da molécula do fármaco pentamidina figura 7. 

 

Figura 7 – Estrutura química da Pentamidina 

 

Fonte: Monzote (2011) 

 

O Ministério da Saúde incentiva e compreende que a fitoterapia é um recurso 

terapêutico, pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacêuticas 

que compreende a abordagem denominada de Práticas Integrativas e 

Complementares (Brasil, 2018). 

Com base nisso Krameria tomentosa tem sido relatada na literatura por suas 

recentes propriedades farmacológicas. (Madeiro et al., 2012). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

 Realizar estudo de atividade leishmanicida e antioxidante do extrato e da 

fração acetato de etila de Krameria tomentosa A. St.-Hil. 

 

3.2 Específicos 

 

 Realizar a caracterização química dos extratos e fração mais ativas; 

 Investigar o efeito do extrato e da fração no crescimento parasitário e 

identificar a concentração inibitória (IC50) nas formas promastigotas e 

amastigotas; 

 Determinar o Índice de Seletividade (SI); 

 Avaliar a ação leishmanicida do extrato e da fração mais ativa sobre as 

formas amastigotas; 

 Avaliar toxicidade in vitro e in vivo do extrato e fração; 

 Investigar atividade antioxidante dos extratos e fração. 
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Resumo 
 
Introdução: As leishmanioses são doenças negligenciadas causadas por protozoários 
do gênero Leishmania, endêmicas em muitos países. Os tratamentos atuais têm alta 
toxicidade e resistência parasitária crescente, exigindo novas soluções terapêuticas 
menos tóxicas. O objetivo deste estudo foi identificar os constituintes químicos do 
extrato e frações das folhas de Krameria tomentosa A. St.-Hil, bem como avaliar o 
efeito citotóxico do extrato e frações sobre as formas promastigotas e amastigotas da 
Leishmania amazonensis (L.). Métodos: O extrato bruto (EB) e a fração acetato de 
etila (FAE) foram obtidos e caracterizados quimicamente. Foram realizados testes de 
citotoxicidade in vitro utilizando eritrócitos de carneiro e células imortalizadas da 
linhagem RAW, além de ensaios de toxicidade in vivo em larvas de Tenebrio molitor. 
Também foram avaliadas a atividade leishmanicida (promastigotas e amastigotas), a 
morte celular (apoptose e necrose), a produção de óxido nítrico e a atividade 
antioxidante. As análises estatísticas foram conduzidas utilizando o software 
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.). Resultados: Na análise do extrato 
bruto (EB) das folhas de Krameria tomentosa A.St.-Hil, foram identificadas 18 
moléculas, a maioria das quais flavonoides. Resultado semelhante foi observado na 
caracterização da fração acetato de etila (FAE), na qual foram identificados 8 
compostos, todos flavonoides. Quanto à atividade anti-Leishmania in vitro do extrato 
bruto e frações de Krameria tomentosa, observou-se citotoxicidade contra as formas 
promastigotas de L. amazonensis. O índice de seletividade (IS) foi de de 7.17 para a 
fração acetato de etila em promastigotas, e de 4.5, em amastigotas. O extrato e as 
frações não apresentaram toxicidade in vitro e in vivo. Em relação à produção de óxido 
nítrico (NO), observou-se indução significativa tanto pelo extrato bruto quanto pela 
fração acetato de etila (FAE) em comparação ao grupo controle. Conclusão: Os 
resultados deste estudo indicam que o extrato hidroetanólico das folhas de Krameria 
tomentosa possui atividade leishmanicida efetiva contra L. amazonensis, 
especialmente nas frações acetato de etila e hexânica, que são ricas em flavonoides. 
Além disso, tanto o extrato bruto quanto a fração acetato de etila demonstraram 
atividade antioxidante significativa. Observou-se também que a morte celular induzida 
por apoptose foi mais prevalente do que por necrose em comparação ao grupo 
controle.  
 

Palavras-chave: Krameria tomentosa. Atividade leishmanicida. Atividade antioxidante. 
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INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são doenças negligenciadas de grande importância para a 

saúde pública. Podem se apresentar como lesões cutâneas (Leishmaniose 

Tegumentar Americana – LTA) ou como alterações orgânicas mais graves 

(Leishmaniose Visceral Americana – LVA) (Von Stebut, 2015; Torres-Guerrero et al., 

2017). Causada por protozoários do gênero Leishmania, no Brasil as espécies 

Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e 

Leishmania (Viannia) guyanensis são os principais agentes causadores da LTA 

(Carvalho et al., 2019; Farias et al., 2021). 

Deste esse último boletim do SINAN, ao último divulgado referente ao ano de 

2019, houve um aumento no número de casos, 15.484, sendo predominante em 

indivíduos do sexo masculino e jovens (Brasil, 2021).  

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) e da Organização 

PanAmericana de Saúde (OPAS), no âmbito global, as leishmanioses situam-se como 

umas das dez principais doenças tropicais que sofrem descaso, sendo consideradas 

doenças negligenciadas. Elas são um grupo de doenças endêmicas que atingem 99 

países, onde, 89 são endêmicos para leishmaniose cutânea (LC), 80 para 

leishmaniose visceral (LV) e 71 para ambas as formas clínicas (LC e LV) (PAHO, 

2024). 

Dentre os 9 países que reportam 85% dos casos de LC, o Brasil, Colômbia e 

Peru estão incluídos na lista e quatro países, Índia, Sudão, Brasil e Quênia, 

concentram 68% dos casos de LV em todo o mundo. Na Região das Américas, casos 

de LV foram notificados desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, 

excluindo o Chile e as Ilhas do Caribe (OPAS, 2023). A LC e a LV estão presentes em 

um total de 21 países, sendo 19 endêmicos para LC e 13 países para LV. No período 

de 20 anos entre 2001 e 2021, a OPAS recebeu notificação de um total de 1.105.545 

casos de LV e LC, com uma média anual de 52.645 casos. A LV, por sua vez, registrou 

69.665 novos casos no mesmo período, com média anual de 2.488 casos e taxa de 

letalidade em torno de 8%, a mais elevada quando comparada a outros continentes 

(OPAS, 2023). 

Em relação à leishmaniose visceral (LV), é conhecida popularmente como 

calazar que significa febre negra, também apresentando ampla distribuição mundial 
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sendo caracterizada primariamente como uma zoonose podendo acometer o homem 

quando este entra em contato com o ciclo de transmissão do parasito, transformando-

se em uma antropozoonose.  Os pacientes apresentam ainda hepatoesplenomegalia, 

anemia, leucopenia e trombocitopenia. Os principais fatores de risco para o óbito por 

LV envolvem complicações infecciosas e hemorragias, que pode ser evitado com a 

identificação precoce dos pacientes (Duarte; Badaró, 2009; Brasil, 2006).  

Os parasitas responsáveis pela leishmaniose visceral são Leishmania (L.) 

chagasi, Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) infantum (Almeida et al., 2005). 

As poucas opções terapêuticas disponíveis para essas doenças apresentam 

toxicidade e efeitos colaterais elevados, além de evidências de resistência (Roatt et 

al., 2020). Com isso, a descoberta e desenvolvimento de novos compostos 

farmacologicamente ativos torna-se de grande importância. Neste contexto, espécies 

vegetais, a exemplo de espécie Krameria tomentosa, conhecida popularmente como 

carrapicho-de-cavalo, carrapicho, carrapicho-de-boi, ratainha-da-terra, ratânhia do-

Brasil, ratânhia-da-terra, ratania, ratania-de-nova-granada, têm sido utilizada na 

medicina popular no combate de disenterias, estomatites, corrimentos vaginais, 

hemorroidas, hemorragias e afecções na boca. É nativa do continente sul americano 

e ocorrem no Brasil, Venezuela e Colômbia, sendo encontrada principalmente em 

solos arenosos (Agra et al., 2008; Ramirez et al., 2019). É amplamente distribuído no 

território brasileiro, podendo ser encontrada nas regiões Norte, Centro-Oeste, Sudeste 

e no Nordeste, onde ocorre em todos estados (Simpson, 2015).  

Silva et al. (2001) isolaram uma trinorneolignana inédita e outras quatro 

neolignanas já descritas para outras espécies. Madeiro et al. (2012) a partir das 

técnicas de Espectroscopia no infravermelho, Espectrometria de Massas e 

Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C um e bidimensionais, conseguiu 

identificar duas neolignanas inéditas, ottomentosa e sobralina, também foram isoladas 

as neolignanas eupomateoide 6, 2-(2’,4’-diidroxifenil-5-(E)-propenilbenzofurano e 

diidrocarinatidina, relatadas pela primeira vez na família 

A espécie Krameria tomentosa vem sendo estudada por alguns 

pesquisadores o que a torna uma potencial fonte de novas drogas para o tratamento 

de doenças. Estudos demonstraram que o extrato de Krameria tomentosa (carrapicho-

de-cavalo) possui vários constituintes químicos, principalmente da classe dos 

lignoides (Silva et al., 2001; Madeiro et al., 2012). Com base nisto, o presente trabalho 
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se justifica pelo interesse estudar, em modelos in vitro, o efeito do extrato e frações 

das partes aéreas da espécie vegetal Krameria tomentosa A. St.-Hil na infecção por 

Leishmania amazonenses. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Coleta da espécie vegetal, identificação botânica  

As amostras das folhas de Krameria tomentosa A. St.-Hil, foram obtidas por 

coleta na região da chapada das mesas, localizada no município de Carolina, 

Maranhão, Brasil. Posteriormente uma exsicata foi enviada ao museu paraense Emilio 

Golldi para confirmação da espécie vegetal, esta catalogada com o numero MG: 

231128 e registrada no SisGen (Sistema nacional de patrimônio genético e do 

conhecimento tradicional associado) sob o código: AABBCA4 (Peixoto; Maia, 2013). 

Preparo do extrato hidroetanólico 

A amostra vegetal foi separada (600 g) e submetida à secagem em estufa 

com circulação de ar, em temperatura média de 38ºC; seguida de trituração em 

moinho de facas, para obtenção de pó moderadamente grosso (tamanho inferior a 

710 μm e superior a 250 μm) (ANVISA, 2010). Amostra do material seco e moído foi 

extraída por procedimentos extrativos a frio (percolação), com etanol a 70%, por 

período médio de 20 (vinte) dias. Nesta etapa de estudo foram definidas as variáveis 

dos hidromódulos, as relações de droga/solvente determinadas em função da 

percolação. Após o término da extração, foi filtrada, e parte do filtrado foi concentrado 

em evaporador rotativo, e liofilizado para obtenção do Extrato Bruto (EB) obtendo-se 

o extrato bruto hidroalcoólico (3,5 g) e o restante acondicionado em frascos 

apropriados e mantidas em refrigereação até a realização dos ensaios. Para obtenção 

das frações Hexânica (FH), Acetato de Etila (FAE) e Aquosa (FA), o (EB) liofilizado foi 

dissolvido em água/metanol (7:3) e particionado com o solvente a ser obtido à fração 

(Barros-Neto; Scarminio; Bruns, 1995; Noriega et al., 2012; Matos, 2009; Simões et 

al., 2017; ANVISA, 2010). 

Caracterização química do extrato bruto (EB) e da fração acetato de etila (FAE) 

das folhas de krameria tolsimmentosa A. St.-Hil 

O extrato bruto e a fração acetato de etila foram analisado por LC-MS em um 

espectrômetro de massas LCQ Fleet, Thermo Scientific®. A separação por HPLC foi 

realizada utilizando coluna cromatográfica Kinetex® C18 100 Å com poros de 5µm, e 
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dimensões de 4,6 x 100 mm. A fase móvel utilizada consistiu em água, ácido fórmico 

0,1% (A) e acetonitrila mais ácido fórmico 0,1% (B), acrescentadas de ácido fórmico 

0,1%, em gradiente exploratório, iniciando com 10% a 100% de B em 12 minutos, em 

um fluxo de 1,0 mL/min.  

Os espectros de massas foram obtidos no espectrômetro de massas LCQ 

Fleet daThermo Scientific®, equipado com um dispositivo de inserção direta da 

amostra via análise por injeção em fluxo contínuo (FIA). A amostra foi ionizada por 

electrospray (ESI) e as fragmentações foram obtidas em múltiplos estágios (MSn), em 

uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geração e 

análise de todos os espectros. As condições experimentais serão: voltagem do capilar 

-35 V, voltagem do spray -5000 V, temperatura do capilar a 350oC, gás de arraste 

(N2) e fluxo 60 (unidades arbitrárias).  

A faixa de aquisição foi de m/z100-2000, com dois ou mais eventos de 

varredura que serão realizados simultaneamente no espectro. A infusão de fluxo direto 

da amostra foi realizada num analisador do tipo Ion trap da Thermo Scientific LTQ XL 

equipado com uma fonte de ionização por electrospray (ESI), em modo negativo 

(Thermo, San Jose, CA, EUA). Foi utilizado um tubo capilar de aço inoxidável a 280 

0C, uma tensão de pulverização de 5,00 kV, uma tensão capilar de 90 V, uma lente 

de tubo de -100 V e um fluxo de 5 μL min-1. A análise completa de varrimento foi 

registada na gama m / z de 100-1000. As fragmentações em estádios múltiplos (ESI-

MSn) foram realizadas utilizando o método de dissociação induzida por colisão (CID) 

contra hélio para ativação de íons. O primeiro evento será um espectro de massa de 

varredura completa para adquirir dados sobre íons nessa faixa m / z. O segundo 

evento de varredura foi uma experiência MS / MS realizada utilizando uma varredura 

dependente de dados nas moléculas dos compostos de interesse com uma energia 

de colisão de 30% e um tempo de ativação de 30 ms. Os íons de produto foram então 

submetidos a uma maior fragmentação nas mesmas condições, até não serem 

observados mais fragmentos. 

Manutenção de macrófagos RAW 264.7 

Os macrófagos de linhagem murina RAW 264.7 (doados pelo Professor André 

Moraes Nicola do Laboratório de Biologia Molecular – UnB) foram mantidos em 

garrafas de cultivo celular estéreis com meio RMPI-1640 (SIGMA) contendo penicilina 
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(100 µg/mL), estreptomicina (100 U/mL), anfotericina B (0,25 µg/mL) e suplementado 

com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) em estufa a 5% de CO2 à 37 ᵒC. 

Ensaio de citotoxicidade em macrófagos RAW 264.7, in vitro 

Para avaliar a citotoxicidade em células normais, macrófagos da linhagem 

RAW 264.7 (2 × 105 de células/mL) foram cultivados em placa de 96 poços, utilizando 

as mesmas concentrações testadas nas formas promastigotas de L. amazonesis, em 

meio RPMI suplementado. O ensaio foi realizado em triplicata com volume final de 

100μL por poço, e cultivado a 37°C e 5% de CO2. Poços com células cultivadas 

somente em meio RPMI suplementado e DMSO a 1% foram usados como controle 

negativo. Poços com DMSO a 100% foram usados controle positivo. Após 48h, a 

viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de MTT. 

Ensaio de MTT 

Para avaliar a viabilidade das formas promastigotas e amastigotas axênicas 

de L. amazonensis e dos macrófagos RAW 264.7 tratados com o extrato e frações de 

K. tomentosa, foi usado o ensaio de MTT. Este ensaio consiste na conversão do sal 

3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5- difenil-brometo de tetrazólio (MTT), solúvel em água e de 

coloração amarela, em cristais insolúveis de formazan, de cor púrpura. A conversão 

ocorre em células viáveis e metabolicamente ativas, por meio da ação da enzima 

mitocondrial Succinato Tetrazolium Redutase. Assim, é possível quantificar as células 

vivas (Stockert et al., 2018). 

Em resumo, após o período de incubação, as placas foram centrifugadas, e o 

sobrenadante removido e substituído por 100 μL de meio específico contendo MTT (5 

mg/ mL). Em seguida, as placas foram incubadas nas mesmas condições de cultivos 

das células e na ausência de luz. Três horas depois, as placas foram centrifugadas e 

o formazan dissolvido em 100μL de DMSO. A absorbância foi medida usando com um 

leitor de placas (BioTek EL×800) a 540 nm. (Kumar et al., 2018). 

Teste de hemólise com eritrócitos de carneiro  

A atividade hemolítica foi realizada seguindo a metodologia de Almaaytah e 

colaboradores (2014). Foram coletados 10mL de sangue de carneiro em um tubo 

contando ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), disponibilizado pelo biotério da 

Universidade Federal do Maranhão, o mesmo foi submetido ao Comitê de Ética e 

Pesquisa de Uso de Animais (CEUA), tendo recebido o seguinte parecer: PROCESSO 

n.23115.005441/2017-62. O sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, a 
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20°C. O plasma foi removido e os eritrócitos foram lavados três vezes com tampão 

fosfato salina (PBS). 

Para o extrato bruto (EB), fração acetato de etila (FAE), fração hexânica (FH) 

foi preparado diferentes concentrações (50-0,39 mg/mL) que foram incubadas por 1 

hora a 37°C em uma placa de 96 poços, com suspensão de eritrócitos e do extrato 

bruto e das frações das folhas de Krameria tomentosa.  

Os controles positivo e negativo receberam 100 µL de Triton x-100 a 1% e 

PBS, respectivamente. Após incubação, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm 

por 10 minutos a 20°C. Foi retirado o sobrenadante (100 ou 150 µL), transferido para 

uma microplaca e suas absorbâncias medidas a 450 nm. A atividade hemolítica foi 

expressa em relação a ação do Triton x-100 e calculada pela seguinte fórmula:  

“Hemólise % =” “Abs450/(EB, FAE, FH) - Abs450/PBS” /”Abs450/Triton - 

Abs450/PBS”  X 100 

Onde: Abs450/OLB corresponde a amostra tratada com (EB, FAE, FH) de K. 

tomentosa; Abs450/PBS é a amostra tratada com PBS; e Abs450/Triton é a amostra 

tratada com Triton x-100.  

Ensaio de toxicidade aguda in vivo com Tenebrio molitor   

Aquisição e manutenção das larvas de Tenebrio molitor  

As larvas de T. molitor entre 10° e 12° estágio larval, foram adquiridas 

comercialmente através de fornecedores especializados e posteriormente mantidas 

no Laboratório de Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhão, sendo 

acondicionada em recipientes plásticos cobertos com tela ao abrigo da luz, contendo 

ração padronizada a base de farelo de trigo, milho e aveia, com temperatura 

controlada (27±30°C) e a umidade será mantida pela presença de um recipiente com 

água. As larvas que apresentarem alterações em sua cor ou motilidade serão 

descartadas e somente serão utilizadas nos ensaios aquelas com aspecto saudável 

(Souza et al., 2015; Hierro et al., 2020). 

Ensaio de toxicidade in vivo (Tenebrio molitor) 

O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito por Wang e Shi (2015) 

e Alves et al. (2015), com adaptações. A toxicidade aguda BF-CA foi avaliada 

empregando modelo in vivo da larva Tenebrio molitor. As larvas, que foram adquiridas 

e cultivadas no Laboratório de 40 Imuno fisiologia (LIF/UFMA), com peso médio de 

100 mg, foram distribuídas de forma randômica, em placas de petri em quatro grupos 
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teste nas concentrações de 1000; 500; 250 e 100 mg, e no grupo controle (PBS), 

contendo 15 larvas cada. Com o auxílio de uma seringa de insulina, foram inoculados 

5 µL na região caudal das larvas do BFCA e do controle PBS. As larvas permaneceram 

em temperatura ambiente e a taxa de sobrevida foi observada em intervalos de 24 h, 

durante 10 dias. Para estabelecer a morte das larvas, verificou-se visualmente a 

melanização e resposta aos estímulos físicos. 

Atividade anti-Leishmania in vitro 

Manutenção das formas promastigotas de L. amazonenses 

Formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/1987/BA-125) foram 

cultivadas em meio Schneider (SIGMA), gentamicina (50 µg/mL) e suplementado com 

10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (GIBCO). A cultura foi mantida em incubadora de 

Demanda bioquímica de Oxigênio (BOD), à 27°C. Formas promastigotas na fase 

estacionária de crescimento (quatro dias de cultura) com motilidade flagelar foram 

usadas nos experimentos (Bezerra et al., 2006; Reis et al., 2010). 

Diferenciação das formas promastigotas em amastigotas axênicas de L. 

amazonensis. 

Para obtenção das formas amastigotas axênicas de L. amazonensis, foram 

utilizadas formas promastigotas (5,0 x 107 /mL) em fase estacionária de crescimento. 

O cultivo foi feito em meio Schneider com pH 5,5 e suplementado com 5% de SFB e 

mantido a 32ºC em estufa BOD por 96h. Ao final uma alíquota foi retirada para 

avaliação morfológica das formas amastigotas, através de coloração em Giemsa e 

análise microscópia (Suplementar 1) (Cysne- Finkelstein et al., 1998; Teixeira et al., 

2002). 

Teste de atividade Leishmanicida in vitro em formas amastigotas 

axênicas. 

Inicialmente, foi realizada uma triagem com extrato bruto e frações de 

K.tomentosa para se avaliar o efeito sobre a proliferação das formas promastigotas 

de L. amazonensis. Os parasitos (5×107 células/mL) foram tratados com 

concentrações variando de 500 a 0,24 μg/mL, em triplicata, e cultivados por 48 horas, 

a 26ºC, em um volume final de 100µL de meio Schneider suplementado. O controle 

negativo foi constituído de formas promastigotas cultivadas somente com meio 

Schneider suplementado e DMSO a 1%. A droga padrão, Pentamidina® (IC50 4 
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μg/mL), foi usada como controle positivo. Ao final, foi avaliada a citotoxicidade pelo 

ensaio de MTT. 

A fração mais ativa foi posteriormente utilizada para avaliar sua atividade 

sobre as formas amastigotas axênicas. Os parasitos (1x106/poço) foram tratados com 

concentrações seriadas (125 a 3,9 μg/mL), em triplicata, e cultivados por 24 horas à 

32ºC em meio Scheneider suplementado e com pH de 5,5. Formas amastigotas 

somente em meio Schneider suplementado e DMSO a 1% foram usadas como 

controle negativo. Pentamidina (50 a 1,56 μg/mL) foi usada como controle positivo. Ao 

final, foi avaliada a citotoxicidade pelo ensaio de MTT. 

Ensaio de morte celular via marcação por Brometo de Etídio / Laranja de 

Acridina (BE/LA). 

As formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis foram incubadas 

em Placas de 96 poços nos tempos de 4h e 24h com os valores de IC50 do EB de 

K.tomentosa, do (EB) e da (FAE) foram obtidos nas formas promastigotas, tendo como 

controle positivo a Pentamidina® (IC50 4 μg/mL) e controle negativo apenas os 

parasitos em meio Schneider suplementado. Após osperíodos de incubação, as 

placas foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado 

e acrescentado 100 μl da solução de corante BE/LA (20μg/mL), ficando em contato 

por 10 minutos. 

Após esse período, a placa foi novamente centrifugada e as leishmanias 

ressuspensas em 100μl de PBS, do qual foi retirado 20 μl para a confecção das 

lâminas que, após secas foram analisadas no microscópio invertido de fluorescência 

de marca Nikon modelo Eclipse Ti-U com aumento de 20x. Foi feita a quantificação 

de 100 parasitos classificados em viáveis (núcleo normal e cromatina verde com 

estrutura organizada), apoptóticos (cromatina condensada ou fragmentada, verde ou 

laranja) e necróticos (cromatina laranja chegando ao vermelho) com base na captação 

de BE (fluorescência vermelha) e LA (fluorescência verde) (Riblle et al., 2005). 

Determinação da Produção de Óxido Nítrico 

A produção de óxido nítrico será determinada no sobrenadante de culturas de 

células de baço, ou de células peritoneais, segundo descrito anteriormente por Ding; 

Nathan e Stuer (1988). 

Avaliação da atividade antioxidante  

Método de sequestro do radical livre 𝐷𝑃𝑃𝐻• 
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Neste ensaio a atividade sequestradora de radicais livres foi medida usando 

o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; Sigma-Aldrich) (Blios, 1958). Trata-se de 

um dos métodos mais utilizados em ensaios de atividade antioxidante em amostras 

vegetais. O DPPH é um radical livre de coloração roxa, caracterizado por uma banda 

de absorção a 517 nm. Se a amostra apresentar um antioxidante, este ao reagir com 

o radical DPPH, vai reduzi-lo resultando numa alteração da cor roxa para amarela.  

Uma alíquota de 250μL de solução de DPPH (1mM) foi misturada com 40μL 

de diferentes concentrações da amostra (5 – 100μg/mL). Trinta minutos mais tarde, a 

absorbância foi medida a 517nm. O Ácido Gálico (Sigma-Aldrich) foi utilizado como o 

composto de controle positivo. A atividade sequestradora de radicais livres foi 

calculada usando a seguinte fórmula: [DPPH] (%) = (Ac - As) / Ac × 100, onde: Ac = 

controle de absorção; As = Absorbância da Amostra. (Brand-Williams; Cuvelier; 

Berset, 1995) 

Método do ABTS 

Neste ensaio a atividade de radical livre das amostras foi medida em termos 

de hidrogênio doado usando o ABTS radical estável (2,2’-azino-bis-(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) segundo o método de adaptado de Re et al., 

1999. Foi utilizado 20 μL da amostra e 250 μL da solução reagente ABTS (30 mg do 

ABTS, 379,4 mg de persulfato de Potássio e 0,137 mL de solução de persulfato). Foi 

realizada leitura por espectrofotômetro (734 nm) após 6, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos 

de incubação. O resultado foi expresso em Percentagem de inibição. O cálculo da 

porcentagem de inibição foi calculado utilizando a seguinte fórmula:  

Inibição (%) = 
(𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 – 𝐴𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

(𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)
 𝑥 100 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias com 

experimentos realizados em triplicata. 

Análise estatística 

As análises estatísticas foram conduzidas usando o software GraphPad Prism 

8.0 (GraphPad Software Inc.). A determinação da concentração inibitória 50% (IC50) 

para as formas promastigotas e amastigotas axênicas de L. amazonensis e a 

concentração citotóxica 50% (CC50) para os macrófagos RAW 264.7 foi realizada por 

meio de uma regressão não linear. As concentrações foram transformadas em Log(x) 

e as densidades ópticas (DO) normalizadas para determinar a viabilidade relativa (%), 
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em razão das do controle negativo. Os valores de IC50 e a CC50 foram obtidos por 

meio de uma curva sigmoidal. Posteriormente foi determinado o Índice de Seletividade 

(I.S.) através da razão entre os valores das CC50 e das IC50 do extrato ou frações. 

Para avaliar a via de morte, inicialmente, a normalidade dos dados foi 

verificada através do teste de Shapiro-Wilk. Como todas as variáveis foram 

consideradas paramétricas, a diferença no percentual médio de células mortas entre 

os grupos foi determinada através de uma variância (ANOVA) one-way com um pós-

teste de Tukey. Para comparar o tipo de morte celular (apoptose ou necrose), uma 

ANOVA Two-way com um pós-teste de Tukey foi utilizado. Valores p ≤ 0.05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 

 

RESULTADOS 

Avaliação da caracterização química do extrato bruto (EB) e fração acetato de 

etila das folhas de krameria tomentosa  

A identificação dos diferentes compostos do extrato hidroalcoólico foi 

realizada mediante comparação com a literatura, considerando seus tempos de 

retenção, espectros no UV e fragmentos obtidos na Espectrometria de Massas. A 

Figura 8 ilustra o cromatograma das folhas de Krameria tomentosa, exibindo uma 

ampla faixa de massa, possibilitando uma varredura completa com todos os íons 

produzidos.  

A partir desses dados, foram identificadas substâncias desconhecidas, uma 

vez que esse método proporciona a obtenção de espectros completos das moléculas 

e um máximo de dados qualitativos. A elucidação das moléculas ocorre por meio da 

análise das junções dos picos bases e de suas fragmentações específicas. 

E possível observar detalhadamente o cromatograma compostos encontrados 

no (E.B) conforme observado na Figura 8. 
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Figura 8 – Cromatograma de íons totais obtidos no modo negativo para o extrato 
bruto (EB) hidroetanólico (70%) das folhas de Krameria tomentosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

É possível observar detalhadamente a composição química encontrada no 

extrato bruto (EB) das folhas de K. tomentosa, bem como a classe de metabólitos mais 

predominantes na amostra, que são os flavonoides e os taninos.  

Isso pode ser facilmente verificado no quadro 3 abaixo, onde são listados os 

compostos identificados no extrato bruto, juntamente com suas classes de metabólitos 

correspondentes. A análise desses dados proporciona uma compreensão mais 

aprofundada da composição química da amostra e dos principais grupos de 

compostos presentes nela. 
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Quadro 3 – Caracterização química do extrato bruto das folhas de Krameria tomentosa 
por Coromatografia Líquida Acoplada á Espectrometria de Massas (LC-ESI/MS) 

Metabolitos Pico RT M-H M-I Composto 

Ácido 

fenólico 

1 0,86 353 249; 191 Ácido 5-o-cafeoilquímico  

Ácido 

fenólico  

2 3,55 191 163 Ácido químico  

Tanino 3 3,83 865 577; 289 Procianidina C2  

Tanino 4 4,0 1153 863; 577; 

289 

Tetrâmero de Prociamidina  

Tanino 5 4,28 577 425; 289 Dímero de Procianidina B7  

Tanino 6 4,91 1441 1153; 865; 

575; 289 

Pentamers de Procianidina  

Tanino 7 5,13 739 577; 289 Prociadinina B3-7-glucosídeo  

Tanino 8 6,02 1439 1027; 863; 

575; 449; 

300 

Pentamírico Procianidina A  

Tanino 9 6,51 575 447; 300 Procianidina A1  

Flavonoide 10 7,17 609 463; 30 Rutina  

Catequina 11 7,62 433 300; 271; 

255 

Naringenina-7-O-glucosídeo  

Flavonoide 12 7,69 447 433; 300; 

271; 243 

Lutedina-7-O-glucosídea 

N.I 13 7,94 1187 919; 593; 

285 

n.i 

Flavonoide 14 7,94 593 575; 285 Kaempferol-3-O-β-D-

galactosideo-7-O-α-L-

raminosídeo 

Flavonoide 15 8,76 615 593; 284; 

255 

Quacetina-7-(6”-

galoilglicosídeo) 

Flavonoide 16 8,86 593 447; 284; 

227 

Kaempferol-7-

neohesperosídeo 

Flavonoide 17 9,05 615 593; 429; Quercetina 4’-(6”-
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Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Observam-se também as estruturas moleculares dos compostos encontrados 

no extrato bruto (EB) de Krameria tomentosa, incluindo os compostos 5 (Dímero de 

Procianidina B7), 6 (Pentamers de Procianidina). Vale ressaltar que o composto 13 

não foi possível ser elucidado, pois acredita-se que se trata de contaminates 

presentes na amostra.  

É importante ressaltar que todos os 18 compostos presentes na amostra do 

extrato bruto de Krameria tomentosa (E.B), se tratam de compostos fenólicos, 

conforme descrito na literatura, e são conhecidos por serem ricos em atividade 

antioxidante.  

Essa análise estrutural contribui significativamente para uma compreensão 

mais abrangente da composição química e das propriedades bioativas do extrato 

bruto (E.B) dessa espécie vegetal. 

 

 

284 galoilglicosídeo) 

Flavonoide 18 9,36 447 295; 285; 

175 

Kampferol-O-glicosideo 
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Figura 9 – Estruturas moleculares dos compostos encontrados no extrato bruto de Krameria tomentosa 
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Figura 9 – Estruturas moleculares dos compostos encontrados no extrato bruto de Krameria tomentosa (continua) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Autoria própria (2024) 
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Através da caracterização química da fração acetato de etila (FAE) foi possivel 

a identificação de 8 compostos químicos por meio de análises por CG-EM. Vale 

ressaltar que as substancias 9 e 10 respectivamente não puderam ser elucidadados 

pois se tratam de detrItitos presentes na amostra durante a leitura. E possível observa 

de forma mais clara os compostos químicos emcontrados na (FAE) conforme 

observado no quadro 4.  

Entre os compostos identificados na fração acetato de etila (FAE), destacam-

se o Quercetina-O-deoxihexosideo, Quercetina-galoil-hexosideo e Ácido 

cafeoilquimico, que são compostos amplamente encontrados na amostra analisada. 

Esses resultados são semelhantes aos obtidos no cromatograma do extrato bruto (EB) 

das folhas de Krameria tomentosa, conforme ilustrado no quadro 4 e na Figura 10. 

Esses achados corroboram com a composição química observada no extrato 

bruto (E.B), Indicando uma presença semelhante dos compostos identificados tanto 

na fração acetato de etila (FAE), quanto no extrato bruto (E,B). A análise detalhada 

desses compostos é fundamental para compreender as propriedades e potenciais 

aplicações terapêuticas da fração acetato de etila da Krameria tomentosa. 
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Figura 10 – Avaliação da caracterização química da Fração acetato de etila (FAE) das folhas de Krameria tometosa 

 

Fonte: Autoria própria (2024) 
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Quadro 4 – Caracterização química da fração acetato de etila (FAE) das folhas de 
krameria tomentosa por Coromatografia Líquida Acoplada á Espectrometria de 
Massas (LC-ESI/MS) 

Metabolito Pico RT M-H M-I Composto 

Tanino 1 13,2 577,23 276.30;343.20;385.68 Procianidina 

tipo B-dimero 

Ácido 

fenólico 

2 14,3 553,15 84.68;126.93;173.63;192.92 Ácido 

cafeoilquimico 

Ácido 

fenólico 

3 16.9 515,23 376,80 Ácido 3,5- 

dicafeoiquinico 

Ácido 

fenólico 

4 17.,0 515 400 Ácido 3,5- 

dicafeoiquinico 

Ácido 

fenólico 

5 20,4 353,16 173.43;192.07; 356,30 Ácido 

cafeoilquimico 

Flavonoide 6 23,1 433,17 303.84 Quercetina 

raminosidea 

Flavonoide 7 23,5 447.20 302.91;449.07 Quercetina -O-

deoxihexosideo 

Flavonoide 8 27,9 615.19 288.69 e 432.30 Quercetina- 

galoil- 

hexosideo 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Conforme observado no quadro 4, na (FAE) foi possível identificar um 

resultado semelhante ao extrato bruto no que se refere a indendifição dos compostos 

presentes na amostra, onde todos os compostos de tratam de fenóis com destaque 

para flavonoides e taninos. 
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Figura 11 – Atividade antioxidante pelos métodos ABTS E DPPH em cinco diluições 
do Extrato Bruto (EB) e Fração Acetato de Etila (FAE) das das folhas de Krameria 

tomentosa. 
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Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Quadro 5 – Atividade antioxidante pelos métodos ABTS E DPPH concentração efetiva 
para reduzir em 50 % a concentração inicial do Radical ABT ou DPPH(EC50) do 
Extrato Bruto (EB) e Fração Acetato de Etila das das folhas de Krameria tomentosa 

AMOSTRAS EC50 ABTS 

µg/mL 

EC50 DPPH 

µg/mL 

EB 26,69 38,05 

FAE 26,77 34,57 

Quercetina 2,9 3,44 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

De acordo com a Figura 20 e quadro 8, foi observada uma EC50 de 26,7 pelo 

método ABTS tanto para EB como para FAE e EC50 de 38,05 e 34,57 pelo método 
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DPPH resultados estes bem similares tanto para o extrato bruto quanto para a fração 

acetato de Etila. 

Tanto o extrato bruto (EB) quanto à fração acetato de etila (FAE) das folhas 

de Krameria tomentosa demonstraram evidências de sua capacidade antioxidante, 

indicando que a espécie pode ser uma promissora fonte de antioxidantes naturais.  

 

Ensaio de citotoxicidade em células RAW 

Avaliamos os efeitos do extrato bruto (EB) e das frações acetato de etila 

(FAE), aquosa (FA) e hexânica (FH) sobre a viabilidade de macrófagos RAW 264.7. 

Observamos que tanto o EB quanto a FH demonstraram toxicidade para os 

macrófagos nas duas primeiras concentrações testadas, 500 e 250ug/mL. A fração 

aquosa (FA) mostrou-se citotóxica apenas na primeira concentração avaliada. Por 

outro lado, a fração acetato de etila (FAE) não apresentou citotoxicidade em nenhuma 

das concentrações utilizadas. 

Esses resultados destacam a importância de avaliar a citotoxicidade das 

diferentes frações do extrato da Krameria tomentosa, pois mostram que a FAE pode 

ser uma opção promissora para estudos futuros, devido à sua falta de toxicidade em 

concentrações testadas. 

 
Figura 12 – Gráficos de viabilidade do extrato das folhas de Krameria tomentosa do 
extrato bruto (EB) e da fração acetato de etila (FAE) em 48 hosa em sete diluições 

 

 

Fonte: Autoria própria (2024) 
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extrato bruto e na fração acetato de etila nas concentrações de 500, 250 125, 62,5, 

31,25, 15,62 e 7,81mg/mL.quando comparado ao controle positivo, como ilustrado na 

Figura 12.  

Esses resultados indicam que o extrato bruto apresenta potencial citotóxico 

em relação aos eritrócitos de carneiro, enquanto as outras frações (acetato de etila e 

extrato bruto) não demonstraram atividade hemolítica significativa nas concentrações 

testadas. Essas informações são importantes para avaliar o perfil de segurança das 

frações da Krameria tomentosa e podem influenciar considerações sobre sua 

utilização em aplicações terapêuticas. 

 

Figura 13 – Percentual de hemólise do extrato bruto (EB) das frações acetato de 
etila (FAE) e (FH) do extrato das folhas de K.tomentosa em eritrócitos de carneiro. 
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Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Ensaios de toxicidade in vivo (Tenebrio molitor) fração acetato de etila e extrato 

bruto das folhas de Krameria tomentosa.  

O ensaio in vivo com as larvas de T. molitor demonstrou que a média de 

sobrevivência foi de 93,3% no grupo que recebeu a maior dose (1000 mg/kg), 

enquanto apresentou taxa de sobrevivência de 99,9% nas doses de 500 e 7,81 mg/kg, 

sem significância estatística (p=0,5259) quando comparadas com o controle. Esses 

resultados sugerem baixa toxicidade no extrato bruto (EB) de Krameria tomentosa, 

como pode ser observado na figura 13. 

Esses achados indicam que o extrato bruto da Krameria tomentosa possui 

uma baixa toxicidade em larvas de T. molitor, o que é promissor em termos de 

segurança para seu potencial uso terapêutico. No entanto, são necessários estudos 

adicionais para avaliar outros aspectos da toxicidade e segurança do extrato, bem 
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como para compreender melhor seus efeitos em diferentes modelos animais e em 

humanos. 

 

Figura 14 – Taxa de sobrevivência de larvas de Tenebrio molitor após injeção com o 
extrato bruto da folha de Krameria tomentosa. 

 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Na analise da toxicidade aguda in vivo em larvas de Tenebrio molitor, foi 

observada que o tratamento com o (EB) nas doses de 500 e 250 ug/kg, apresentou 

sobrevida de 50% e 80% respectivamente.  Enquanto que (FAE) apresentou 100% de 

sobrevida em todas as doses testadas. Não foi observada significância estatística 

quando comparadas com o grupo controle, sugerindo que não houve toxicidade 

aguda, conforme ilustrado na Figura 14. 

Esses resultados são promissores e sugerem que a fração acetato de etila da 

Krameria tomentosa possui uma baixa toxicidade aguda em larvas de T. molitor. Essa 

descoberta pode ser relevante para investigações futuras sobre o potencial 

terapêutico e a segurança dessa fração específica do extrato da planta.  
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Figura 15 – Taxa de sobrevivência de larvas de Tenebrio molitor após injeção da 
fração acetato (FAE) de etila das folhas de Krameria tomentosa.  

 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Atividade Anti-Leishmania  

Avaliação da atividade leishmanicida em promastigotas e amastigotas de L. 

amazonensis 

O efeito leishmanicida in vitro foi avaliado em formas promastigotas e 

amastigotas axênicas de L. amazonensis. Utilizamos a CC50 das células RAW para 

calcular o índice de seletividade dos extratos e frações tanto para as formas 

promastigotas quanto amastigotas. 

Analisando os dados, observamos que o extrato bruto apresentou IC50 de 

251,9 µg/mL para as formas promastigotas, sendo que a fração acetato de etila foi a 

mais ativa, com IC50 de 63,12 µg/mL e um índice de seletividade (IS) de 7,92 para a 

FAE. A fração aquosa não apresentou atividade em nenhuma das concentrações 

utilizadas. Ver quadro 5 

 

Quadro 6 – Efeito do extrato de Krameria tomentosa no extrato bruto e na fração 
acetato de etila, em em 48 horas, nas formas promastigotas de Leishmania 
amazonensis e macrófagos RAW 264.7, expressos pela IC50 e CC50, 
respectivamente, seguido do I.S. 
48 HORAS RAW 264.7 

CC50 
Promastigotas 
IC50 

IS 

BRUTO 192,4 251,9 0,76 

ACETATO >500 63,12 7,92 

Fonte: Autoria própria (2024) 
Legendas: IC50 = metade da concentração inibitória máxima, CC50 = citotoxicidade celular, I.S. = 
Índice de Seletividade, i.d. = Indeterminado. 
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De forma semelhante ao observado nas formas promastigotas, a FAE reduziu 

a viabilidade das formas amastigotas parasitárias, com uma IC50 de 111,1 µg/mL e 

IS de 4,5. O extrato bruto e a fração aquosa não apresentaram resultados 

significativos em relação à inibição da viabilidade celular das formas amastigotas. Ver 

quadro 6. 

Esses resultados indicam que tanto a FAE quanto a fração hexânica possuem 

atividade leishmanicida contra ambas as formas parasitárias testadas, promovendo 

uma redução significativa da viabilidade celular. Essas descobertas são importantes 

para o desenvolvimento de potenciais agentes terapêuticos para o tratamento da 

leishmaniose, especialmente considerando a necessidade de alternativas menos 

tóxicas e mais eficazes. 

 

Quadro 7 – Efeito do extrato de Krameria tomentosa no extrato bruto e na fração 
acetato de etila, e aquosa em 48 horas, nas formas amastigota de Leishmania 
amazonensis e macrófagos RAW 264.7, expressos pela IC50 e CC50, 
respectivamente, seguido do I.S. 

48 HORAS RAW 264.7 
CC50 

AMASTIGOTAS 
IC50 

IS 

BRUTO 192,4 883,1 0,21 

ACETATO >500 111,1 4,5 

Fonte: Autoria própria (2024) 
Legendas: IC50 = metade da concentração inibitória máxima, CC50 = citotoxicidade celular, I.S. = 
Índice de Seletividade, i.d. = Indeterminado. 

 

Efeitos do extrato bruto e da fração acetato de etila das folhas de Krameria 

tomentosa na indução de morte em células amastigotas e promastigotas de L. 

amazonensis.  

O tratamento com a IC50 tanto do extrato bruto (EB) quanto da fração acetato 

de etila (FAE) por 4 horas resultou em uma porcentagem de células apoptóticas maior 

quando comparado às células necróticas em ambas as formas parasitárias. Na Figura 

15 e 16, é possível observar imagens em microscopia óptica de alta resolução dos 

controles e das amostras testadas, evidenciando assim os resultados apresentados 

nas Figuras 17 e 18.  

Vale ressaltar que o extrato bruto (EB) apresentou mais mortes por apoptose 

nas formas promastigotas em relação às formas amastigota porem nas formas 

amastigotas houve numero siguinificativo de mortes tanto por apopitose quanto por 

necrose. Resultado esse evidenciado na figura 16. 
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Figura 16 – Porcentagem de células promastigotas (A) e amastigotas axênicas (B) 
de Leishmania amazonensis necróticas, apoptóticas e viáveis após incorporação de 

brometo de etídio e laranja de acridina (BE/LA). 

 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

A fração acetato de etila (FAE) apresentou mais mortes por apoptose nas 

formas promastigotas em relação às formas amastigota quando comparadas ao grupo 

controle pentamidina. Resultado bem similar ao extrato bruto (E.B). E possível 

observa esse percentual da (FAE) na Figura 17. 

 

Figura 17 – Porcentagem de células promastigotas (A) e amastigotas axênicas (B). 

 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

 



56 

 

Figura 18 – Controle negativo (CN), celulass viaveiais Controle positivo (CP) 
Leishmania amazonensis necróticas, apoptóticas e viáveis após incorporação de 

brometo de etídio e laranja de acridina (BE/LA). 

  

   

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Para facilitar a compreensão quanto à via de morte celular, das formas 

promastigotas e amastigotas do L. amazonensis, estas foram tratadas com a IC50 

alem do extrato bruto e da fração acetato de etila (FAE) como se pode observar na 

figura 19. Sendo obtida em ensaios anteriores, por 4 horas. A presença de células 

viáveis, apoptóticas e necróticas nas formas promastigota e amastigota. Foi avaliada 

por microscopia de fluorescência, após marcação com BE/LA. 

 

 

 

 

 

 

 

CN CP 

EB P EB A 
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Figura 19 – Marcação de células necróticas/apoptóticas com brometo de etídio e 
laranja de acridina (BE/LA). O experimento foi conduzido em quatro horas, após 

tratamento das formas promastigotas de L. amazonensis  

    

                                                      

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Avaliação da produção de óxido nítrico do EB, das frações FAE, HE das folhas 

de Krameria tomentosa  

Avaliamos a produção de óxido nítrico no sobrenadante de células RAW 

tratadas com extrato bruto ou frações. Observamos que as células RAW tratadas com 

extrato bruto (EB) não produziram NO, enquanto a fração acetato de etila (FAE) 

induziram a produção de NO quando comparadas ao grupo controle. Isso pode ser 

visualizado na Figura 20. 

Esses resultados sugerem que a fração acetato de etila pode induzir a 

produção de óxido nítrico em células RAW, indicando possíveis efeitos 

imunomoduladores dessa fração da Krameria tomentosa. Essa capacidade de 

modular a produção de óxido nítrico pode ser relevante para seus potenciais efeitos 

terapêuticos, especialmente em condições inflamatórias e imunológicas. 

 

 

CP 

PP 

FAE A 

A 

FAE P 
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Figura 20 – Determinação da produção de Óxido Nítrico no sobrenadante da cultura 
de células RAW tratadas com a concentração de 100µg/mL de (EB), Fração Acetato 

de Etila (FAE), Lipopolissacarídeo (LPS), Anfotericina B em 24 horas de cultivo.  
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Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Avaliação do potencial antioxidante do extrato bruto das folhas de Krameria 

tomentosa e frações.  

Foi avaliado o potencial antioxidante do extrato bruto (EB) das folhas de 

Krameria tomentosa e das frações acetato de etila (FAE) e hexânica (FH). Isso foi feito 

utilizando os métodos DPPH e ABTS, cujos resultados são representados na figura 

21 e quadro 8 respectivamente. 

Esses métodos são comumente empregados para determinar a capacidade 

antioxidante de compostos e extratos naturais. O método DPPH (1,1-difenil-2-picril-

hidrazil) mede a capacidade de um antioxidante em neutralizar os radicais livres, 

enquanto o método ABTS (ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico)) 

avalia a capacidade de captura de radicais livres. 

 

Discussão 

Nos últimos anos o interesse por produtos de origem natural vem crescendo, 

justamente por muito destes apresentarem atividades biológicas, devido a metabolitos 

presentes em sua composição, essa substancia vem tendo sua aplicabilidade em 
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diversas áreas. Aumentando assim os interesses das indústrias farmacêuticas em 

produtos de origem natural. Nesse setindo Krameria tomentosa é uma espécie 

amplamente encontrada no Brasil, com efeitos benéficos à saúde e que já são 

comprovados na literatura. 

Vários compostos químicos, isolados de extratos vegetais, possuem 

atividades leishmanicidas comprovadas contra as promastigotas e amastigotas do 

gênero Leishmania em testes in vitro. Já foi relatada atividade leishmanicida em 

terpenoídes (Sauvain et al., 1996; Camacho et al., 2000), Chalconas (Chen et al., 

1993; Boeck et al., 2006), Flavonoides (Araujo; Alegrio; Leon, 1998) e de alcaloides 

(Mahiou et al., 2004; Fournet et al., 1996). Apesar de alguns compostos e produtos 

naturais terem suas atividades comprovadas contra os parasitas do gênero 

Leishmania, muitos estudos devem ser feitos em relação ao seu manuseio, coleta e 

modo de produção, e também em relação a sua composição química.   

Porém ainda é pouco os estudos relacionados à Krameria tomentosa em 

relação a sua composição química e principalmente em relção a sua atividade 

biológica. Logo, o presente estudo teve como objetivo analisar a composição química 

do (EB), da (FAE) dessa espécie vegetal bem como analisar através de teste in vitro 

e in vivo se o (EB) e as frações (FAE), (FH) e (FA) apresentam potencial citototóxico 

para ser utilizado para o tratamento das leishmanioses.  

A partir do estudo químico, identificamos os compostos bioativos presentes 

no extrato bruto das folhas de Krameria tomentosa. A caracterização química é 

essencial para compreender quais metabólitos secundários estão presentes em uma 

determinada espécie, uma vez que esses compostos podem variar em termos 

quantitativos ou qualitativos devido a fatores ambientais, ontogenéticos e hereditários 

(Kyriacou et al., 2017). 

Após a caracterização química do extrato bruto (EB) e da fração acetato de 

etila (FAE) das folhas de Krameria tomentosa, onde foram identificados compostos 

bioativos, procedemos à avaliação de sua eficácia na atividade leishmanicida, 

antioxidante e sua segurança por meio de ensaios de citotoxicidade em células da 

linhagem RAW e eritrócitos de carneiro in vitro, bem como toxicidade aguda in vivo 

utilizando um modelo alternativo com larvas de Tenebrio molitor. Além disso, 

investigamos a atividade imunomoduladora por meio da dosagem de óxido nítrico e 

teste de morte celular.  
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A análise dos resultados obtidos fornece dados importantes sobre a 

composição química, atividade biológica e potenciais aplicações terapêuticas do 

extrato bruto (EB) e das frações da planta Krameria tomentosa. A identificação dos 

diferentes compostos no extrato hidroalcoólico, realizada por meio de técnicas como 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM), permitiu a 

identificação de diversas substâncias. Além disso, a análise detalhada revelou a 

presença predominante de flavonoides e taninos na amostra, conhecidos por suas 

propriedades antioxidantes (Borges et al., 2011). 

Quanto à caracterização química do (EB) e da (FAE) observamos que a 

maioria dos metabólitos secundários encontrados em Krameria tomentosa são 

compostos fenolicos, com destaque para ácidos fenólicos, flavonoides, rutina e os 

taninos. Esses resultados corroboram com estudos anteriores realizados por Lima 

(2018) e Martins (2019), que também identificaram esses compostos nas folhas do 

extrato hidroetanólico dessa espécie. A rutina tem despertado interesse na 

comunidade científica devido às suas diversas propriedades farmacológicas, tais 

como atividade antioxidante, anti-inflamatória, antidiabética e cardioprotetora (Lima et 

al., 2021), sendo rica em vitamina P e apresentando funções clínicas relevantes na 

prevenção de doenças (Ferreira Neto; Santos; Tellis, 2021). 

Os flavonoides são metabólitos secundários encontrados em uma ampla 

variedade de fontes vegetais, desempenhando um papel importante na prevenção de 

doenças cardiovasculares, câncer e doenças imunológicas. Esses compostos são 

subdivididos em diversas classes, incluindo flavonóis, isoflavonas, flavonas, 

flavanonas, flavanóis, antocianinas e taninos condensados. A sua estrutura 

fundamental consiste em dois anéis fenólicos (A e B) e um anel C, totalizando quinze 

átomos de carbono (C15) (Moraes et al., 2017). 

Silva et al. (2012) e Muzitano et al. (2006) ressaltam que a quercetina 

(quercetina-3-O-rutinosídeo-7-O-rhamnosídeo), apresentou atividade anti Leishmania 

em promastigotas de L. amazonensis e baixa citotoxicidade para as células 

hospedeiras. Esse campo de estudo tem motivado as indústrias farmacêuticas a 

desenvolverem novos medicamentos de origem vegetal (Jardim, 2019; Morguette et 

al., 2022; Oliveira, 2020; Nascimento, 2022). 

De acordo com os estudos realizados por Tasdemir et al. (2006), foi possível 

concluir que a quercetina e derivados (7,8 – dihidroxiflavona) possuem atividade 

antiprotozoários potente e eficaz. A maioria dos compostos mais ativos contra 
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tripanossomas e Leishmania têm uma estrutura típica de flavona (2,3 e C-4 da função 

ceto) e/ou uma subestrutura de catecol sem obstáculos no anel B, no esqueleto 

benzocromona e em 7,8 – dihidroxiflavona. 

E paralelo a isso, foi realizado o teste de citotoxicidade em células RAW 264.7, 

onde estes são primordiais nas fases iniciais de desenvolvimento de novas drogas 

antiparasitárias. Uma vez que definem a concentração a ser utilizada no teste de IC50, 

pois com esse valor evita os danos celulares e asseguram a seletividade para o 

parasito. 

Em contrapartida, o efeito citotóxico observado em células RAW 264.7 

tratadas com as maiores concentrações do extrato pode estar relacionado à ativação 

celular e consequente geração de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, como 

demonstrados pela indução da produção de óxido nítrico pela (FH) das folhas de 

Krameria tomentosa em células RAW 264.7.  

Os compostos fenólicos são considerados marcadores químicos e 

taxonômicos das espécies da família Leguminosae, pois são encontrados em grandes 

quantidades e diversidade (Hegnauer; Hegnauer, 1973), e por isso, foram 

encontrados em abundância no (EB) e (FAE). Logo a baixa citotoxicidade do extrato 

pode ser explicada pela presença desses metabólitos em sua composição, que podem 

promover uma ação protetiva às células, bem como também devido as proteases, uma 

vez que o inibidor também apresentou baixa citotoxicidade. Vale ressaltar que fatores 

como o tipo celular utilizado para a avaliação dos extratos, o tipo de solvente utilizado 

para a extração e a composição química dos extratos estudados, certamente 

influenciam na sua atividade biológica e também na sua toxicidade, visto que o BF-

CA foi obtido com água e não com solventes orgânicos que podem ser tóxicos para 

as células (Lima; Cardoso, 2007; Versteg et al., 2017). 

Estudos clínicos têm discutido o ácido cafeoilquimico quanto à importância de 

substâncias fenólicas como (flavonoides e ácidos fenólicos), encontradas em 

alimentos de origem vegetal, na prevenção de doenças cardiovasculares. Segundo 

Vasconcelos et al. (2009), os flavonoides constituem o maior grupo de compostos 

fenólicos existentes na natureza e estão amplamente distribuídos nos vegetais. 

(Pietta, 2000).  

Procianidina tem sido descrito como principais atividades biológicas, podemos 

destacar: antioxidante (Moretoni, 2008), cardioprotetora (Hooper et al., 2008) e 

anticancerígena (Sandhar et al., 2011). Assim como, apresentam atividade anti-
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inflamatória (Olajuyigbe; Afolayan, 2011), antimicrobiana (Georgiev et al., 2014), 

antiviral (Tapas et al., 2008), antialérgica (Sandhar et al., 2011), hepatoprotetora 

(Tapas et al., 2008), antidiabética (Kandaswami et al., 2005) e apresenta efeitos no 

tratamento de doenças neurodegenerativas (Kumar; Pandey, 2013). 

Os ensaios que analisam a toxicidade sistêmica aguda são utilizados para 

classificar as substâncias conforme seu potencial de letalidade ou toxicidade 

(Valadares, 2007). Diversos estudos explicam que todas as substâncias podem 

apresentar elevada toxicidade de acordo com a maneira que é utilizada, dependendo 

apenas das condições de exposição, como: dose, tempo, frequência e via de 

administração (Valadares, 2007; Zatta et al., 2009; Pires Júnior et al., 2012). 

Melo (2018) relaciona a atividade citotóxica de extrato aquoso dos ramos de 

Krameria tomentosa com a presença de alguns metabólitos encontrados na triagem 

fitoquímica. Como (flavonoides, proantocianidinas e leucoantocianidina). Resultado 

semelhante aos nossos achados. 

No que diz respeito à atividade biológica, os testes de citotoxicidade em 

células RAW 264.7 e eritrócitos de carneiro forneceram informações importantes 

sobre a segurança das diferentes frações. Enquanto o EB e a FH demonstraram 

toxicidade em concentrações mais elevadas, a FAE mostrou-se não citotóxica em 

todas as concentrações testadas, sugerindo seu potencial uso terapêutico com menor 

risco de efeitos adversos. 

Além disso, os ensaios in vivo com larvas de T. molitor corroboraram a baixa 

toxicidade do EB e da FAE, destacando seu potencial como agentes terapêuticos 

seguros. Os resultados dos ensaios leishmanicidas in vitro revelaram que a FAE e a 

FH apresentaram atividade contra formas promastigotas e amastigotas de L. 

amazonensis, enquanto o EB e a fração aquosa não mostraram atividade significativa. 

E, assim como outros organismos, T. molitor possui um sistema de defesa contra 

infecções mediadas pela produção de espécies reativas, sendo estas produzidas em 

excesso em quadros mais críticos (Zhu et al., 2014; Li et al., 2018). Devido a 

capacidade do T. molitor produzir espécies reativas em resposta à infecção faz deste 

inseto um modelo potencial para o estudo de substâncias com caráter antioxidante. 

Considerando que o (EB) e (FAE) não é tóxico e que os metabólitos secundários 

apresentam atividade antioxidante, logo, esse extrato representa um bom indicativo 

para futuros testes em modelo de infecção. 
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Os resultados obtidos nos testes de atividade anti-leshimania demonstraram 

que o extrato bruto (EB) e principalmente a fração acetato de etila (FAE) foram 

eficazes contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, com valores 

de IC50 indicando sua atividade leishmanicida. No entanto, um aspecto importante a 

ser considerado é o índice de seletividade (IS), que é calculado como a razão entre a 

CC50 em células hospedeiras (no caso, células RAW) e a IC50 nas formas 

parasitárias. Carmo et al. (2012) Capello et al. (2015). 

O índice de seletividade é crucial na avaliação da eficácia terapêutica de um 

composto, pois indica a capacidade de um tratamento de ser seletivo para o parasita, 

minimizando os danos às células hospedeiras. Nesse contexto, uma alta seletividade 

é desejável, indicando que o composto tem uma ação direcionada ao parasita, 

enquanto tem pouco ou nenhum efeito nas células hospedeiras. No caso deste 

estudo, observamos que a FAE apresentou um índice de seletividade mais alto em 

comparação com o EB, o que sugere uma maior eficácia e seletividade dessa fração 

contra as formas parasitárias. 

Neste estudo, observamos que o tratamento com EB e FAE resultou em uma 

maior proporção de células apoptóticas em comparação com células necróticas, tanto 

em formas promastigotas quanto amastigotas de L. amazonensis. Isso é indicativo de 

que o EB e FAE estão promovendo a morte celular de maneira controlada e 

programada, minimizando o potencial de danos aos tecidos hospedeiros e reduzindo 

a resposta inflamatória. (Borges et al., 2013). 

Portanto, a indução de apoptose em vez de necrose é um resultado promissor, 

pois sugere que o EB e a FAE têm o potencial de serem agentes terapêuticos eficazes 

contra a leishmaniose, sem causar danos significativos às células hospedeiras. Essa 

preferência pelo apoptose como mecanismo de morte celular destaca a importância 

da seletividade e segurança dos tratamentos para o desenvolvimento de terapias 

eficazes e com baixo potencial de efeitos adversos. 

Zangger, Mottram e Fasel (2002) relatam em seu estudo que morte celular 

traz benefícios importantes para o hospedeiro no que diz respeito à eliminação de 

células danificadas, infectadas ou que não possuem mais nenhuma utilidade, sendo 

capaz ainda, de estimular as funções do sistema imunológico. Diferente de um 

ambiente necrótico, as células não sofrem lise e sua eliminação acontece por meio da 

fagocitose, inibindo assim o desenvolvimento de uma resposta inflamatória 

exarcebada. 
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Além disso, é importante discutir a preferência pela indução de morte por 

apoptose em vez de necrose. A apoptose é um processo programado de morte celular 

que ocorre de forma controlada, sem causar inflamação ou danos aos tecidos 

circundantes. Por outro lado, a necrose é uma forma de morte celular não programada, 

que pode desencadear uma resposta inflamatória e causar danos aos tecidos 

(Kroemer et al., 2009). 

Conforme estudo apresentado por Castaneda et al. (2017), a ativação de 

macrófagos estimula um metabolismo gerador de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

e de nitrogênio, bem como peroxinitrito, referido na literatura como “burst”, surto ou 

explosão respiratória, metabólica ou oxidativa, caracterizado pelo aumento do 

consumo de oxigênio e de ATP (trifosfato de adenosina), aumento da oxidação da 

glicose pela via da hexose monofosfato, do transporte de elétrons. A exposição de 

células ao estresse oxidativo causa alterações nas membranas celulares, danos ao 

DNA e reduz a capacidade de reparação desta macromolécula (Thirupurasundari; 

Padmini; Devaraj, 2009). Estas espécies químicas são altamente reativas e, 

geralmente, resultam em degradação de proteínas, peroxidação de lipídios e oxidação 

do DNA. Estes eventos, por sua vez, podem estar relacionados a várias doenças 

crônicas, tais como, diabetes, câncer, aterosclerose desordens neurodegenerativas e 

inflamação (Rahman et al., 2007). 

Espécies reativas de nitrogênio são geradas na cadeia respiratória 

mitocondrial e por meio da ação da enzima óxido nítrico sintase, de modo que a 

isoforma induzível desta enzima (inducible NO sinthase, iNOS) é potencialmente 

induzida em resposta a estímulos próinflamatórios. Macrófagos são ativados por 

interferon-γ e produtos microbianos, como lipopolissacarídeos (LPS), levando à 

produção de citocinas pró-inflamatórias e altos níveis de NO. O óxido nítrico constitui 

um potente mediador envolvido nas funções microbicidas dos macrófagos, tais como 

citotoxicidade contra patógenos intracelulares, vírus e tumores (Mcneill et al., 2015).  

Embora o NO, seja um importante mediador das funções exercidas pelos 

macrófagos, sugerimos que a citotoxicidade associada ao extrato, em suas maiores 

concentrações, possa estar relacionada a um mecanismo concentração dependente 

do NO produzido pelas células RAW 264.7. Isto se justifica pelo fato de o extrato ser 

capaz de induzir a produção de NO em concentração não citotóxica (125 μg/mL). Foi 

observado também, a capacidade da FAE em induzir a produção de óxido nítrico em 

células RAW 264.7 sugere assim um potencial efeito imunomodulador dessa fração. 



65 

 

Ao realizarmos os testes de atividade antioxidante peles métodos ABTS e 

DPPH, foi observado que ambos os extratos obtiveram uma atividade antioxitante 

siguinificante. Os antioxidantes são compostos que atuam inibindo ou diminuindo os 

efeitos prejudiciais dos radicais livres e compostos oxidantes. Como destacado por 

Cardoso (2022), existem diferentes tipos de radicais livres, cada um com diferentes 

formas de atuação nos organismos, o que torna difícil a existência de um método 

universal para determinar a atividade antioxidante. Além disso, segundo Melo (2018), 

é importante ressaltar que nenhum antioxidante possui todas as características ideais. 

Utilizando o método ABTS, observamos a capacidade antioxidante do extrato 

bruto das folhas de Krameria tomentosa. Sugere-se que essa atividade antioxidante 

esteja relacionada aos flavonoides isolados presentes no extrato, os quais possuem 

hidroxilas nos carbonos, capazes de doar elétrons e desencadear a atividade 

antioxidante (Lemos et al., 2022). 

A atividade antioxidante desperta interesse na pesquisa científica devido ao 

seu papel na prevenção de doenças neurológicas, cardiovasculares, diabetes e 

câncer (Oliveira et al., 2022). Muitos compostos antioxidantes de origem vegetal têm 

demonstrado eficácia no combate ao envelhecimento da pele, protegendo as células 

contra o dano oxidativo, o que os torna excelentes matérias-primas para a produção 

de cosméticos (Silva et al., 2022). 

Melo (2018) em seu estudo do extrato aquoso das folhas de K. tomentosa 

apresentou uma atividade antioxidante tão boa ou maior que a dos padrões utilizados. 

Vale ressaltar que os compostos utilizados como padrões são substâncias puras já 

conhecidas por suas propriedades antioxidantes. 

Por fim, os testes de atividade antioxidante revelaram que tanto o EB quanto 

a FAE demonstraram forte capacidade antioxidante, medida pelos métodos DPPH e 

ABTS. Esses resultados destacam o potencial da Krameria tomentosa como fonte de 

antioxidantes naturais. 

Em conclusão, os resultados deste estudo sugerem que o extrato bruto e as 

frações da Krameria tomentosa possuem atividades biológicas promissoras, incluindo 

atividade leishmanicida, baixa toxicidade e potente atividade antioxidante. Esses 

achados justificam estudos adicionais para explorar o potencial terapêutico dessa 

planta em condições médicas, especialmente aquelas relacionadas à inflamação, 

infecções parasitárias e estresse oxidativo. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com base nos resultados obtidos neste estudo, concluímos que o extrato 

bruto e fração acetato de etila das folhas de Krameria tomentosa apresenta grande 

potencial na descoberta de novos fármacos para o tratamento das leishmanioses. 

Este potencial reside na possibilidade do extrato de potencializar o efeito dos 

medicamentos existentes no mercado, ao mesmo tempo em que pode reduzir os 

efeitos adversos e a resistência microbiana associada a esses tratamentos. 

A caracterização química do extrato bruto (EB) e da fração acetato de etila 

(FAE) revelou a predominância de compostos fenólicos, especialmente flavonoides e 

taninos.  

Além disso, os ensaios de citotoxicidade em células de linhagem RAW e 

eritrócitos de carneiro demonstraram que o EB e a FAE não apresentou toxicidade. 

Nos modelos in vivo com larvas de Tenebrio molitor, a FAE mostrou-se especialmente 

segura, com resultados semelhantes ao grupo controle, enquanto o EB apresentou 

uma diminuição não significativa na sobrevida em algumas concentrações. 

Nos testes de atividade anti-Leishmania, tanto o EB quanto a FAE foram 

eficazes contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, com valores 

de IC50 indicativos de sua atividade leishmanicida. Além disso, observamos que tanto 

o EB quanto a FAE induziram predominantemente a morte celular por apoptose. 

Os resultados obtidos indicam que o extrato bruto e as frações das folhas de 

Krameria tomentosa possuem atividades biológicas promissoras, incluindo atividade 

leishmanicida, baixa toxicidade e potente atividade antioxidante. Portanto, é essencial 

realizar estudos adicionais para explorar o potencial terapêutico dessa planta em 

condições clínicas, especialmente aquelas relacionadas a processos inflamatórios, 

infecções parasitárias e estresse oxidativo. Isso pode envolver a investigação dos 

componentes químicos isolados da planta ou o desenvolvimento de um novo 

fitoterápico de acordo com as diretrizes da farmacopeia brasileira de 2020. 
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Preparação de manuscritos 

  

Todas as seções do manuscrito devem possuir espaçamento duplo. 
Após o aceite, nenhuma mudança será feita no artigo, de modo que as provas 
de prelo precisem apenas de correções em erros tipográficos. Lembramos 
que o envio de artigos é feito exclusivamente pelos autores através do nosso 
sistema de gerenciamento de artigos. 

Tamanho do artigo 
 
Os artigos podem ser de qualquer tamanho necessário para a apresentação 
e discussão concisa dos dados, mas mantendo-se conciso e cuidadosamente 
preparado tanto em termos de impacto quanto de legibilidade. No entanto, 
artigos não devem exceder 50 páginas, incluindo todos os itens (figuras, 
tabelas, referências, etc.),a menos que possua autorização prévia do Editor-
Chefe. 

Página de rosto 

A página de rosto do artigo deve apresentar os seguintes 
itens: 1. Título do artigo com até 150 caracteres, sem abreviações e com a 
tentativa de manter o interesse amplo da comunidade científica; 2. Nomes 
completos de todos os autores. Utilize números sobrescritos para indicar a 
filiação de cada autor. 3. Endereços profissionais e ORCID de todos os 
autores, incluindo instituição, departamento, rua, número, CEP, cidade, 
estado e país; 4. Key words (de 4 a 6 em ordem alfabética e separadas por 
vírgulas); 5. Running title (versão resumida – e não abreviada - do título com 
até 50 caracteres, incluindo espaços); 6. Seção dos AABC à qual o artigo 
pertence; 7. Nome, endereço, telefone e e-mail do autor para 
correspondência, a quem serão enviadas as mensagens mais relevantes do 
processo de avaliação. Este autor ou autora deve ser indicado com um 
asterisco após seu nome. 

Não cumprir com qualquer dos requisitos acima fará com que o artigo 
seja devolvido (unsubmitted) para correções. 

Abstract 

O abstract deve conter até 200 palavras e apresentar as principais 
descobertas do artigo, incluindo uma breve introdução, os objetivos do 
trabalho e uma conclusão baseada nas presentes descobertas. Caso os 
autores estejam submetendo uma revisão convidada/autorizada, o abstract 
deve abordar o principal tema da revisão e explicitar a contribuição de tal 
revisão à área. O abstract não deve possuir títulos nem citações/referências. 

Texto do manuscrito 

Todo o texto deve ser escrito com espaçamento duplo utilizando a 
fonte Times New Roman tamanho 12 ou equivalente, desde que mantida a 
legibilidade. Por favor, organize seu texto nas seguintes partes sempre que 
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possível: 1. Página de rosto; 2. Abstract (em página separada, 200 palavras 
ou menos, sem abreviações); 3. Introduction; 4. Materials and 
Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments, se 
aplicável; 8. Author contributions (se o artigo tiver mais de um 
autor); 9. References; 10. Legendas de figuras e tabelas, se aplicável. 

Artigos de algumas áreas, como por exemplo Ciências Matemáticas, 
devem seguir seu formato padrão. Em alguns casos, pode ser aconselhável 
omitir a seção (4) e juntar as partes (5) e (6). Quando aplicável, a seção 
Materials and Methods deve indicar o Comitê de Ética que avaliou os 
procedimentos para estudos em seres humanos ou as normas seguidas para 
tratamentos experimentais em animais. 

Todos os procedimentos devem ser detalhadamente descritos. Utilize 
inglês norte-americano para escrever o texto. Nomenclaturas da área de 
Química devem ser fornecidos de acordo com a União Internacional de 
Química Pura e Aplicada (IUPAC). Cepas de organismos também devem 
estar identificadas. Informe nomes de fornecedores de reagentes e/ou 
equipamentos. Utilize unidades e símbolos de acordo com o Bureau 
International des Poids et Mesures (SI) sempre que possível. 

Acknowledgments 

Devem ser incluídos ao fim do texto, antes das referências. 
Agradecimentos pessoais devem preceder nomes de instituições e agências. 
De forma ideal, notas de rodapé devem ser evitadas, mas, quando 
necessário, devem estar numeradas. Agradecimentos a financiamentos, 
subsídios, bolsas de estudo e dívidas com outros colegas, bem como 
menções à origem do artigo (como uma tese, por exemplo), devem estar 
nesta seção. Favor incluir o nome completo da agência de fomento, país e 
número do projeto (se aplicável). 

Abreviações 

Devem ser definidas em sua primeira ocorrência no texto, exceto por 
abreviações padrão e oficiais. Unidades e seus símbolos devem estar em 
conformidade com as aprovadas pelo Bureau International des Poids et 
Mesures (SI). 

Legendas de figuras 

Esta informação deve ser fornecida ao fim do manuscrito, após as 
referências. Todas as figuras devem conter legenda. A legenda deve possuir 
uma sentença introdutória que descreve as principais descobertas. Todas as 
divisões na figura devem ser identificadas com letras minúsculas, quando 
aplicável (1a, 2a, 2b, 3c, 3d, etc.). Quando for o caso da utilização de barras 
de erro, favor informar se um número que vem após o símbolo ± é um 
Standard Error Of Mean (SEM) ou standard deviation of mean (SD). Deve ser 
informado na legenda se o resultado apresentado representa N experimentos 
individuais. 

Tabelas 

Cada tabela deve possuir um pequeno título acima da mesma. Notas 
abaixo da tabelas também pode ser utilizadas. Tabelas devem ser citadas no 
artigo em algarismos romanos (Table I, Table II, Tables IV and V, etc.). 
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Tabelas devem ser submetidas separadamente em arquivos editáveis, 
preferencialmente .doc ou .docx. 

Figuras 

Só serão aceitas figuras de alta qualidade (mínimo de 300 dpi). Todas 
as ilustrações serão consideradas figuras, incluindo desenhos, gráficos, 
mapas, fotografias, esquemas, etc. Seu posicionamento tentativo deve ser 
indicado, assim como todas as figuras devem ser citadas com seu respectivo 
número ao longo do texto. Figuras devem ser enviadas de acordo com as 
seguintes especificações: 1. Desenhos e ilustrações devem estar em formato 
.PS/.EPS ou .CDR (PostScript ou Corel Draw) e nunca inseridas no 
texto; 2. Imagens ou figuras em escala de cinza devem estar em formato .TIF 
e nunca inseridas no texto; 3. Cada figura deve ser enviada em arquivo 
separado; 4. Figuras devem, a princípio, ser submetidas no tamanho em que 
espera-se que estejam publicadas no periódico, ou seja, largura de 8cm (uma 
coluna) ou 16,2cm (duas colunas), com a altura máxima de cada figura e 
respectiva legenda sendo menor ou igual a 22cm. 

As legendas das figuras devem ser enviadas com espaçamento duplo 
em página separada. Cada dimensão linear dos menores caracteres e 
símbolos não pode ser menor que 2mm após redução. Figuras coloridas são 
aceitas tanto como figuras em preto e branco. No entanto, 5 figuras em p/b 
são sem custo aos autores, enquanto cada figura colorida na versão impressa 
será cobrada dos autores, com a comunicação sendo feita durante a fase de 
produção (após o processo de avaliação). De modo a padronizar a contagem 
e cobrança de figuras preto e branco, tabelas que ocupem dois terços da 
página ou que tenham mais que 12 colunas ou 24 colunas serão consideradas 
figuras p/b. Manuscritos de Matemática, Física ou Química podem ser 
redigidos em TEX, AMS-TEX ou LaTeX, desde que o arquivo .BIB seja 
enviado junto. Manuscritos sem fórmulas podem ser enviados em .RTF ou 
doc/docx para Windows. 

Referências 

Os autores são responsáveis pela exatidão das referências, bem 
como suas respectivas citações. Artigos publicados ou ainda ‘In press’ podem 
ser incluídos. Comunicações pessoais (Smith, personal communication) 
devem ser autorizadas por escritos pelos envolvidos. Referências a teses, 
abstracts de encontros (não publicados em jornais indexados) e manuscritos 
em preparação ou apenas submetidos, mas não ainda aceitos, devem ser 
citados no texto no formato (Smith et al., unpublished data) e NÃO devem ser 
incluídos na lista de referências. 

Referências devem ser citadas no texto no formato a seguir sem a 
aspa simples, ‘Smith 2004’, ‘Smith & Wesson 2005’ ou, quando há 3 ou mais 
autores, ‘Smith et al. 2006’. Quando houver dois ou mais artigos cujo nome 
do primeiro autor e ano de publicação são idênticos, as referências devem ser 
diferenciadas por letras minúsculas, como em ‘Smith 2004a', ‘Smith 2004b’, 
etc. 

As referências devem ser listadas alfabeticamente de acordo com o 
nome do primeiro autor, sempre na ordem SOBRENOME XY, sendo X e Y as 
iniciais. Se há mais de 10 autores na referência, usar SOBRENOME XY ET 
AL., sem listar os demais autores. Referências devem conter também o título 
do artigo. Os nomes dos periódicos devem estar abreviados sem itálico, 
pontos ou vírgulas. Para as abreviações corretas, verifique listas das maiores 
bases de dados nas quais o periódico está indexado, ou consulte a World List 



94 

 

of Scientific Periodicals. A abreviação a ser usada em referências dos Anais 
da Academia Brasileira de Ciências é An Acad Bras Cienc. Os seguintes 
exemplos devem servir de guias para sua lista de referências em nossa 
revista: 
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