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O destino do homem é o mesmo do animal; o mesmo destino os aguarda. 

Assim como morre um, também morre o outro. Todos têm o mesmo fôlego 
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Nada faz sentido! Todos vão para o mesmo lugar, vieram todos do pó, e ao 

pó todos retornarão. 
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animal desce para terra? (BIBLIA, A.T. Eclesiastes 3:19-21) 

 

                                                               

 

 

 

 

 

 



 

 

 

RESUMO 

 

A atividade leishmanicida de dois metabólitos secundários purificados provenientes da Cladia 

aggregata: os ácidos estitico e barbático fora testada contra cepas de Leishmania 

amazonensis, espécie responsável por doenças como a leishmaniose cutânea (tegumentar) e, 

em alguns casos já relatados, pela leishmaniose visceral. O ácido estitico foi obtido a partir de 

12 g de talo liquênico in natura, que foram submetidos à sucessivas extrações do talo 

liquênico seguindo a série eluotrópica éter, clorofórmio e acetona. Através de várias lavagens 

em funil G4 com acetona, obteve-se o ácido estitico com  94,86% de pureza de acordo com a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). O ácido barbático foi cedido pelo 

Laboratório de Produtos Naturais da UFPE. A atividade leishmanicida capaz de interferir no 

ciclo de vida do parasito foi verificada  através do método de microdiluição com (MTT) nas 

concentrações de entre 12,5 a 200 µg/mL dos ácidos estítico e barbático diluídos em 

Dimetilsulfóxido (DMSO) a 10% em placas de 96 poços contendo as células parasitárias. As 

leituras foram realizadas no equipamento Thermo Scientific Varioskan® Flash com 

comprimento de onda de 595 nm. Os resultados expressaram que ambos os ácidos 

apresentaram, em todas as concentrações utilizadas, atividade leishmanicida, de acordo com o 

teste estatístico utilizado. Sendo a concentração capaz de matar as células parasitárias em 

mais de 50% (CC50) de 26,20 µg/mL para o ácido estítico, enquanto que para o ácido 

barbático foi de 15,49 µg/mL. Em ensaios de citotoxidade com células Vero, o ácido 

barbático demonstrou ter um potencial citotóxico elevado comparado ao ácido estítico, 

obtendo uma CC50 de 20,2 µg/mL enquanto que o outro ácido obteve uma CC50 de 196,85 

µg/mL. Conclui-se que ambos os ácidos possuem atividade leishmanicida pronunciada, sendo 

esta diretamente proporcional ao aumento da concentração. Apesar de ser mais evidenciado 

nas células parasitárias que nas células Vero, o ácido barbático mostrou-se possuir potencial 

citotóxico para ambas, enquanto que o ácido estítico demonstrou um forte potencial como 

tratamento ou medida para inibição do ciclo de vida do parasito. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose. Líquens. Produtos Naturais. 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The biological activity of two purified secondary metabolites of Cladia aggregata: stictic and 

barbatic acids was evaluated against strains of Leishmania amazonensis. This species is 

responsible for serious diseases such as cutaneous leishmaniasis (tegumentary) and, in some 

reported cases, visceral leishmaniasis. The botanical material, 12g of dry lichen thallus in 

natura, was subjected to successive extractions following the eluotropic series of polarity, 

using ether, chloroform and acetone. The acetone extract showed higher yield, 5,40% (0.6478 

g) of extract, and less number of bands in thin layer chromatography (TLC). The stictic acid 

was obtained after several washes using acetone in the G4 funnel. Its purity, 94.86%, was 

determined in high performance liquid chromatography (HPLC). The barbatic acid was 

supplied by Laboratory of Nactural Products of UFPE. The leishimanicidal activity was 

determined by the microdilution method with MTT. Isolated lichen metabolites, diluted in a 

solution of Dimethylsulfoxide (DMSO) at  10%, were tested at concentrations of 12,5 to 200 

μg/ mL, distributed in 96-well plates containing the parasite cells. The readings were 

performed on the Thermo Scientific Varioskan® Flash calibrated at 595 nm. s the 

concentration was able to kill the parasite cells by more than 50% (CC50) of 26.20 μg/mL for 

aesthetic acid, whereas for barbático it was 15.49 μg / mL. Cytotoxic emulsions with citric 

acid cells demonstrated a high cytotropical potential to sterile acid, yielding a CC50 of 20.2 

μg / mL while the other acid had a CC50 of 196.85 μg/mL. Conclusion that the serial numbers 

have the pronunciation of leishmanicide, being a proportion proportional to the increase in 

concentration. Although it is more evident in the parasite cells that occur in the Vero cells, the 

barbatear acid presents / displays cytotoxic potential for both, whereas the esthetic acid 

demonstrates a strong potential like treatment or measure of inhibition of the life cycle of the 

parasite. 

 

 

Key-words: Leishmaniasis. Lichens. Naturals Products. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 LEISHMANIOSE 

A leishmaniose é considerada uma doença negligenciada, doença órfã ou ainda doença 

tropical, juntamente com outras doenças parasitárias encontradas em vários países em 

desenvolvimento. Essas doenças negligenciadas consistem em um grupo de patologias que o 

mercado de pesquisas e produção de medicamentos não dá ênfase (BASTOS et al., 2012). A 

leishmaniose é vista como um problema para o desenvolvimento social e econômico de 

alguns países, sendo esses situados, geralmente, abaixo da linha do Equador (KETTER; 

MARJONOVIC, 2004). Esta doença, na maioria dos casos, pode ainda ser considerada uma 

doença ocupacional por estar envolvida com aspectos psicológicos, refletindo nos âmbitos 

sociais e econômico (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Países tropicais em ascensão por 

causa de fatores econômico-sociais possuem uma elevada ocorrência de doenças e infecções 

endêmicas (HERRLIND, 2007; MACHADO et al., 2009; WHO 2011). 

Sendo uma doença infecciosa (ALVARENGA et al., 2010), a leishmaniose não é 

contagiosa e atua na pele e mucosas, mas pode vir a acometer os mais diversos sistemas no 

organismo, sendo causada por seres pertencentes ao reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, 

classe Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, do gênero 

Leishmania (LEVINE et al, 1980), cujas espécies mais difundidas no Brasil são L. 

amazonensis e L. chagasi. O gênero Leishmania compreende protozoários parasitas, com um 

ciclo de vida digenético (heteroxênico), onde este ciclo ocorre em alternância entre 

vertebrados (hospedeiros) e insetos (vetores). Estes últimos são os responsáveis pela 

transmissão dos parasitas para os hospedeiros (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Esses 

protozoários se alojam no aparelho digestório do inseto e ao picar o hospedeiro, o inseto, 

transmite a doença para o animal ou para o homem. No caso do homem, a incubação é 

variável, tendo uma média de 2 meses, mas pode manifestar outros períodos, sendo esses mais 

curtos (duas semanas) ou mais longos (dois anos) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2000). 

A transmissão da leishmaniose tanto para o homem como para outros vertebrados dá-se 

através da picada do mosquito fêmea infectado hematófago, do gênero Phlebotomus (Velho 

Mundo: Eurásia e África) ou Lutzomyia (Novo Mundo: As Américas) (SANTOS et al., 2008), 

os flebotomínios pertecem a ordem Diptera; Família Psychodidae; Sub-Família 

Phlebotominae, com vasta distribuição nos climas quentes e temperados (BORASCHI; 

NUNES, 2007). Segundo a Organização Mundial da Saúde (1990), essa é uma das seis 

maiores endemias do mundo, estando atrás apenas da malária e da esquistossomose.  
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A doença ocorre clinicamente através de três formas: cutânea (LC) ou tegumentar, 

mucocutânea (LMC) e visceral (LV), alocadas em dois grupos: O primeiro grupo consiste nas 

leishmanioses tegumentares, também conhecidas como leishmanioses dermotrópicas ou 

mucotrópicas, dentro deste grupo estão as leishmanioses cutânea e mucocutânea, no segundo 

grupo encontramos a leishmaniose visceral (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003). A forma 

cutânea é caracterizada por lesões ulcerativas em áreas expostas, como nos braços ou pernas; 

a mucocutânea causa lesões que podem destruir totalmente ou parcialmente a mucosa oral e 

nasal. A leishmaniose visceral é caracterizada por febre irregular, perda de peso, 

hepatoesplenomegalia (aumento do fígado e baço), assim como anemia no paciente, 

apresentando aproximadamente 100% de mortalidade em indivíduos não tratados (SOARES-

BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).  

Essa doença pode, ocasionalmente, caracterizar-se como zoonoses (doenças que podem 

ser transmitidas de animais vertebrados para o ser humano), se dando através do mosquito que 

pica o animal infectado e, posteriormente, ao picar o ser humano transmite a doença para este 

último (GONTIJO; CARVALHO, 2003), uma vez que, esta doença acomete, sobretudo, 

mamíferos (RYAN; LAINSON; SHAW 1987). Quando, ao invés do animal, é o homem que, 

por meio do mosquito,  transmite a doença para outro ser humano,  o que se caracteriza como 

uma antroponose (ASHFORD, 2000; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). Alguns aspectos 

devem ser levados em consideração em relação à doença, a ocorrência de problemas 

relacionados ao encontro do parasita in vitro e a possível variação na resposta humoral 

individual é relevante, já que nem sempre esta doença encontra-se associada à presença da 

lesão ativa (MADEIRA et al., 2003). 

 

1.1.1 Leishmaniose Cutânea  

No Brasil, a Leishmaniose cutânea ou tegumentar (LC) é conhecida como 

Leishmaniose cutânea, causada, entre tantas espécies, pela L. amazonensis, e segundo 

GENARO (2001), esta espécie é de extrema importância para a determinação e caracterização 

do quadro clínica de leishmaniose difusa. A LC é uma endemia frequente no Brasil (KAWA 

et al., 2010), pode-se afirmar que é uma das afecções dermatológicas mais importantes no país 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010), à esta leishmaniose atribui-se os principais 

acometimentos da estrutura da pele.  

Como principais vetores no país da LC, temos algumas espécies de insetos 

(mosquitos) que transmitem a doença: L. whitmani, L. intermedia, L. umbratilis, L. wellcomei, 

L. migonei, L. flaviscutellata, este último em especial, tem hábito noturno e transmite a 
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doença apenas para animais, não afetando o ser humano, uma vez que essa espécie é 

considerada zoófila (SILVEIRA; LAINSON; SHAW, 1991).  Na forma cutânea da 

leishmaniose, as lesões na pele são, em geral, localizadas (única ou múltipla) com uma lesão 

ulcerada única, mas podem ser também disseminadas (lesões muito numerosas em várias 

áreas do corpo) e a forma difusa (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Ainda segundo o 

MINISTÉRIO DA SAÚDE (2010), as formas: cutânea localizada e múltiplas possuem uma 

lesão característica, denominada lesão ulcerada franca, sendo frequente, possuindo úlceras 

com bordas elevadas. Em geral, as úlceras são indolores; apenas a L. amozonensis está 

envolvida com a forma difusa da referida doença. Pernambuco notificou 620 casos de 

leishmaniose tegumentar no ano de 2003 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). 

 

1.1.2 Leishmaniose Mucocutânea 

Pode-se entender da LMC é que, em geral, é proveniente da LC, sendo esta uma 

consequência da disseminação sanguínea ou linfática, logo, se não tratada, a LC, em um 

período de aproximadamente cinco anos, evoluirá para a LMC, sendo sua relação com a LC 

de 3 a 5% (MARSDEN, 1986). Esta doença é bem característica e clinicamente nota-se o 

comprometimento da mucosa das vias aéreas superiores com ulceras que, por vezes, podem 

ser necróticas, sendo assim a LMC pode atingir desde cornetos nasais, palato mole, palato 

duro, úvula à faringe e laringe (ALTAMIRANO-ENCISO et al, 2003) nesta situação, há o 

aumento do volume, hiperemia, rugosidades e úlceras superficiais nestes locais (VERONESI 

E FOCACCIA; 1997), a doença ainda é caracterizada por nódulos peculiares, encontrados 

frequentemente nos membros inferiores, com posterior ulceração (GOMES et al.; 2004). 

Provocando problemas de deglutição, na fala e até na respiração, LLANOS-CUENTAS; 

DAVIES (1992); MARSDEN (1986), afirmam que a junção e o agravamento desses sintomas 

poderá levar o indivíduo à morte. A LMC é uma variação clínica, mais prevalente na América 

do Sul (GOMES et al.; 2004). 

 

1.1.3 Leishmaniose Visceral 

A LV, também denominada leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neo-

tropical, é considerada uma doença crônica, podendo vir a ser fatal para o ser humano 

(LAINSON; SHAW, 1987), de acordo com o MINISTÉRIO DA SAÚDE (2009) quando não 

tratada, a leishmaniose leva o paciente ao óbito em mais de 90% dos casos. De carácter 

eminentemente rural, a LV tomou proporções urbanas e dependendo da região a doença pode 
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ser denominada como calazar, barriga d’água, entre outros. A LV, também, possui três 

estágios ou fases: período inicial, período de estado e período final, cada um desses contendo 

suas particulares e sintomas (PASTORINO et al.; 2002) que vão desde a febre à caquexia e ao 

óbito (ACCIOLY, 2009).  

O período inicial conhecido como fase aguda, tem como principais sintomas febre, 

palidez, tosse, diarreia, em geral, o indivíduo com LV nesta fase possui um estado de saúde 

geral preservado (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Nas áreas endêmicas, alguns pacientes, 

em sua maioria, crianças, podem apresentar um quadro clínico discreto que dura 

aproximadamente 15 dias e que é acompanhado de uma cura espontânea, denominado forma 

oligossintomática, por ter vários sintomas que correspondem à outras enfermidades, este 

estágio ou período, geralmente, é confundido com outros processos infecciosos 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006).  

O período de estado é caracterizado por febre irregular, esta febre, em geral, está em 

associação com o emagrecimento progressivo, palidez e hepatoesplenomegalia. Seu quadro 

clínico apresenta uma evolução que dura em torno de dois meses, comprometendo o estado de 

saúde geral do paciente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Ainda segundo MINISTÉRIO 

DA SAÚDE (2006), os títulos de anticorpos específicos anti-Leishmania são elevados e a 

intradermorreação de Montenegro é negativa, as formas amastigotas de Leishmania são 

facilmente vistas através de esfregaço de medula óssea, baço, fígado e linfonodos. 

Não havendo tratamento em tempo hábil, a doença evolui para seu período final, 

caracterizado por febre contínua, além disso pode-se perceber em tais pacientes unhas e 

cabelos quebradiços, pele extremamente seca, havendo relatos de hemorragias, icterícia e 

astite, podendo levar o indivíduo a óbito (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). 

No Novo Mundo (compreendendo as Américas), a Leishmania, L. chagasi é o principal 

agente etiológico da LV (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Os mamíferos associados a LV 

geralmente são silvestres, provenientes de locais como florestas e matas, como por exemplo, 

bichos-preguiça, tamanduás, raposas e roedores, sendo que os sintomas como as lesões 

causadas pela LV nestes animais não são aparentes na maioria das vezes (FUNASA, 2000), já 

na área urbana o cão doméstico vem sendo apontado como o principal reservatório 

(MOLANO et al., 2003). 

 

1.1.4 Epidemiologia 

Dados epidemiológicos indicam que existem 1,5 a 2 milhões de novos casos e 70.000 

mortes por ano em todo o mundo (WHO, 2009). A doença tem ampla distribuição ocorrendo 
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na Ásia, na Europa, no Oriente Médio, na África e nas Américas (AMIM; MANISALE, 2000; 

ANTONOVICH et al. 2004). Essa doença fora relatada em meados do século I d.C. 

(LAINSON, 1997; CAMARGO; BARCINSKI, 2003). Na América Latina, a doença já foi 

descrita em pelo menos 12 países, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, sendo as 

regiões Norte e Nordeste as mais afetadas, onde obtiveram seus registros iniciais 

(GRIMALDI JR; TESH; MCMAHIN-PRATT, 1989). 

Um dos tipos de leishmaniose muito presente no subcontinente Indiano e na África 

Oriental é a leishmaniose visceral, que teve uma ocorrência entre 50.000 a 90.000 casos 

confirmados mundialmente. Recentemente, em 2015, aproximadamente 90% dos casos 

confirmados ocorreram em sete países, dentre eles o Brasil (WHO, 2017). Apenas 5% dos 

casos de leishmaniose cutânea não ocorrem em locais como as Américas, na bacia do 

Mediterrâneo, Oriente Médio e Ásia Central e cerca de 75% de novos casos dessa 

leishmaniose ocorrem em seis países, em que novamente se observa a inserção do Brasil 

(WHO 2017).  

Mesmo com um percentual de casos confirmados de infecção ainda muito alto, 

aproximadamente 350 milhões pessoas no mundo ainda estão ameaçadas pela leishmaniose 

(DESJEUX, 2001). 

Em meados dos anos 80, houve a primeira epidemia de leishmaniose no estado brasileiro 

do Piauí, localizado na região Nordeste, destacando a epidemia ocorrida logo após o 

surgimento do estado de Tocantins, havendo, inclusive, casos na capital, Palmas (NETO; 

WERNECK; COSTA, 2009). Em Pernambuco, no período de 2001 a 2011, foram registrados 

1.224 casos confirmados. Esta doença acomete indivíduos de todas as faixas etárias, 

entretanto, crianças, adolescentes e adultos jovens apresentam as maiores taxas de infecção 

(SES, 2012). Em Pernambuco no ano de 2003 foram registrados 84 casos de Leishmaniose 

Visceral (LV), com incidência de um caso por 100 mil habitantes e letalidade de 5% (Figura 

1) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). SESA (2009) mostra que a partir do ano de 2007 o 

percentual de casos ocorridos no Nordeste caiu cerca de 35% na região em relação a década 

de 90.   
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Figura 1. Casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV) em Pernambuco nos 

anos de 1994 a 2003. 

                                                                 Fonte: SVS/MS, 2013. 

 

Em um levantamento geográfico realizado entre os anos 1990 a 2001 (Figura 2), 

DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO (2006) perceberam uma distribuição cumulativa 

dos casos de LV e uma maior concentração de casos confirmados em regiões como Agreste e 

Sertão do Estado, porém ainda ressaltam que cidades da Região Metropolitana do Recife, 

como Itamaracá se destacou em número de casos fora do Agreste e Sertão. 

 

Figura 2. Distribuição geográfica cumulativa dos casos de LV em Pernambuco – Brasil.  

Dantas-Torres e Brandão-Filho 2006. 

 

De acordo com MADEIRA et al., (2003), só no ano 2000 foram notificados na região 

sudeste, 3.059 casos de leishmaniose em seres humanos. No Brasil, a maior incidência de LV 

em humanos ocorreram no Nordeste, porém nos últimos anos um aumento significativo de 

casos localizados nas regiões Sudeste e Norte vêm sendo debatidos. 
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1.1.5 Ciclo de vida e Biologia do parasito 

    O ciclo de vida do parasita (Figura 3) no interior do hospedeiro se inicia quando formas 

amastigotas (formas desprovidas de flagelos) ingeridas pelo mosquito ao sugar o sangue de 

um animal mamífero infectado, estas formas se encontram livremente na circulação e no 

interior de macrófagos do mosquito. É no intestino médio do mosquito que as formas 

amastigotas se transformam em promastigotas procíclicas (protozoário como flagelos) e 

permanecem no intestino por aproximadamente 5 dias quando há a evolução da forma 

promastigota procíclica para a forma promastigota metacíclica que se desprende do aparelho 

bucal do inseto (LODGE; DESCOTEAUX, 2005), devendo ser inoculadas no hospedeiro para 

dar continuidade ao ciclo. À esta última recai a capacidade de infecção para o hospedeiro 

(CHANG; CHAUDHURI, 1990; GRIMALDI; TESH, 1989; BATES, 2006; NEUBER, 2008). 

A fêmea do mosquito ao praticar hematofagismo transfere a forma chamada promastigota 

(Figura 4 A) para o indivíduo picado. Posteriormente, estas formas são fagocitadas pelos 

macrófagos, transformando-se em formas amastigotas (Figura 4 B) que, para HENRIQUES et 

al. (2003), são consideradas as formas de resistência, possuindo estruturas arredondadas ou 

oval sem flagelos, que parasitam o hospedeiro, alojando-se nos monócitos, histiócitos e 

macrófagos e os protozoários se multiplicarão por divisão assexuada (LAINSON; SHAW, 

1992), onde vão se multiplicar e consequentemente ocorrerá a lise das células do hospedeiro e 

a liberação de grande quantidade de parasitas na corrente sanguínea.  
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Figura 3. Ciclo de vida do parasita da Leishmania. 

 Fonte: Reinthinger et al. (2007) em Hager; Howard; Prior (2008) (modificada). 

 

Ao picar um indivíduo infectado, o inseto ingere células parasitadas e ocorre a conversão 

das formas amastigotas para promastigotas, que sofrerão divisão binaria no intestino do vetor 

e migrarão para probóscide do inseto. Este, ao picar outro indivíduo, inicia um novo ciclo de 

vida (LIMA JÚNIOR, 2009). 

                  

Figura 4 A. Forma promastigota da Leishmania            Figura 4 B. Forma amastigota da Leishmania.    

Fonte: Antenarelli (2013). 

 



21 

 

 

As formas amastigotas são células esféricas, acidófilas, que são capazes de resistirem à 

determinadas ações microbicidas, como hidrólises ácidas, por exemplo (ZILBERSTEIN; 

SHAPIRA, 1994); este mecanismo não está bem elucidado, mas reações que envolvem 

intermediários de nitrogênio e oxigênio parecem estar ligados à sobrevivência do parasito 

(EREL et al., 1999). Já as formas promastigotas são alongadas, o formato celular de ambas as 

formas é determinado por um arranjo de microtúbulos, localizados abaixo da membrana 

plasmática, de forma longitudinal ao corpo do parasita. Já o flagelo se localiza no saco 

flagelar, possuindo 18 microtúbulos na periferia que envolvem apenas um par de 

microtúbulos centralizados (VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002), como 

pode ser observado na figura 5. 

 

Figura 5. – Microscopia Eletrônica de Transmissão das formas promastigota (esquerda) e amastigota (direita) de 

Leishmania sp. Podemos observar organelas como (N) – núcleo, (K) – cinetoplasto, (P) – saco flagelar, (F) – 

flagelo e (M) – megassomos (em amastigotas).  

Fonte: Vannier-Santos; Martiny; De Souza 2002. 

 

No ciclo natural a forma promastigota é encontrada apenas no hospedeiro 

invertebrado, por este motivo não é viável seu tratamento no caso da doença. Há várias 

diferenças morfológicas e bioquímicas entre as duas formas de Leishmania.  

No saco flagelar acontece o transporte de vesículas em ambas as formas do parasita 

(WEBSTER; RUSSEL, 1993). As vesículas secretoras, geralmente não se distinguem tão 

facilmente das vesículas endocíticas, tais vesículas estão envolvidas na obtenção de moléculas 

importantes para o parasito, como por exemplo o LDL (Lipoproteína de Baixa Densidade: 

Low Density Lipoprotein) (DE SOUZA, 2006). 

Os megassomos são organelas essencialmente grandes, daí o nome; seu principal 

conteúdo são proteinases de císteínas, tendo como função a acumulação e degradação de 

macromoléculas endocitadas (VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002). 
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Segundo UEDA-NAKAMURA et al., (2002), esta organela está ligada à associação parasita-

hospedeiro. Há os acidocalcissomos que são organelas com capacidade de armazenagem de 

íons cálcio, também contém enzimas pirofosfatase e polifosfatase (DO CAMPO; MORENO, 

2001). Os glicossomos teriam a mesma função de peroxissomos (MICHELS et al., 2006). 

Todas essas organelas culminam para a sobrevivência do parasito. Por ser constituído com 

essas estruturas, as leishmanias tornam-se resistentes e desenvolvem um quadro patológico no 

hospedeiro mamífero (humano e não humano), por isso houve a necessidade de implantação 

de medidas de controle, profilaxia e tratamento para esta doença. 

No Brasil, a principal medida de controle para leishmaniose canina ainda é a eutanásia de 

cães, pois no país é proibido o tratamento dos animais soropositivos, segundo a portaria 

interministerial 1426/2008 (BRASIL, 2008), mas já é sabido que esta alternativa não tem sido 

suficiente e BANETH; SHAW (2002), alertam para a necessidade de outros métodos e 

alternativas para o controle deste tipo de leishmaniose. 

O tratamento das leishmanioses envolve o uso de diversas drogas sintéticas, como a 

anfotericina B, pentamidina e miltefosine, entretanto, a anfotericina B apresenta o uso restrito 

devido aos inúmeros efeitos tóxicos que causa. Por causa desta limitação, novas formas 

farmacêuticas foram desenvolvidas, como anfotericina lipossômica que é menos tóxica e 

pouco absorvida pelos rins, que é o órgão alvo para toxicidade da droga. Porém, seu alto custo 

de produção em escala industrial torna seu uso quase inviável para países em 

desenvolvimento onde a prevalência da doença é maior (DESJEUX, 1996).  

De forma geral, as alternativas terapêuticas podem ser introduzidas no tratamento de 

determinada doença pelos seguintes processos: triagem empírica, modificação molecular de 

compostos já existentes, síntese, associação de fármacos e extração de princípios ativos de 

outros organismos (TEMPORE; OLIVEIRA. BERLINK, 2011). Há estudos com substâncias 

ativas de plantas e seus extratos contra as espécies de Leishmania, RANGEL (2011), utilizou 

120 extratos oriundos de 26 espécies pertencentes a 16 famílias de plantas do bioma Cerrado 

in vitro contra formas promastigotas de  Leishmania spp. Alguns princípios ativos que atuam 

diretamente contra o parasito são chalconas, como exemplo tem-se a licochalcona que destrói 

mitocôndrias dos protozoários sem danificar os macrófagos do hospedeiro (CHRISTENSEN 

et al.,1994) e alcaloides como coronaridina que também age na mitocôndria do parasito 

(DELORENZI et al., 2001, 2002). Segundo LUQUE-ORTEGA et al. (2004), a fitoalexina 

produzida por um fungo que infecta bananeiras, consegue bloquear a cadeia respiratória da L. 

donovani por inibição de duas enzimas: fumarato redutase e succinato desidrogenase; a 

conoduramina, conodurina e gabunina encontradas em algumas Apocynaceae são ativas 
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contra amastigotas da L. amazonensis. (MUNOZ et al.,1994). Terapias alternativas que 

possam erradicar o parasito, atuando no seu ciclo de vida e apresentando melhores índices 

terapêuticos, menor toxicidade e menor custo devem ser os principais objetos de estudos 

científicos. 

1.2 SUBSTÂNCIA NATURAIS COMO FONTE ALTERNATIVA PARA O 

TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE. 

Com o avanço científico, o interesse por alternativas naturais para o tratamento de 

algumas doenças se fez pertinente, a leishmaniose é alvo de diversos estudos que visam uma 

erradicação através do uso de substâncias naturais e que possam, no âmbito geral, atender a 

população. Para o surgimento de uma droga há três vertentes, a primeira visa a síntese de 

novos fármacos (sintéticos), a segunda tenta obter de fármacos já existentes uma resposta 

favorável e a terceira utiliza-se de produtos naturais para uma ação anti-protozoário 

(LINDOSO; COSTA; GOTO, 2012). 

Sabe-se que esses produtos naturais hoje são caracterizados como uma importante 

procedência de novas moléculas bioativas com viés farmacêutico. Essas moléculas advindas 

dos produtos naturais fizeram com que eventos complexos relacionados à biologia celular e 

molecular fossem compreendidos, desta forma a possibilidade de desenvolvimento de 

medicamentos mais seletivos e eficazes contra várias patologias foram lançados na 

farmacologia. Vantagens como diversidade de estruturas químicas, economia de recursos 

fazem com que este segmento de pesquisa seja considerado imperativo (SHU, 1998; 

CALIXTO, 2003; MINDELL, 2009). Por isso, há diversos estudos e pesquisas que 

compreendem o propósito da utilização de produtos naturais para o tratamento de doenças 

negligenciadas (BROGES et al., 2012). O uso de várias espécies promoveram diversas 

atividade contra alguns protozoários, inclusive com os que envolvem as leishmanioses 

(RODRIGUES et al., 2012; CARNEIRO et al., 2012).  

A OMS tem considerado prioridade o estudo farmacológico de produtos naturais para 

populações menos favorecidas, onde a busca por produtos naturais que aliviam os sintomas 

são utilizadas como tratamento populares e viáveis, pois, muitas vezes, não há acesso à drogas 

sintéticas (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001). 

Segundo CALIXTO (2001), aproximadamente 40% dos fármacos desenvolvidos 

contra a leishmaniose são obtidos de produtos naturais, terpenos, flavonoides e alcaloides já 

têm um papel importante na atividade leishmanicida, este último é enquadrado como 

possuindo o maior potencial contra o protozoário Leishmania conhecido (CALDERON et al., 
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2009). Alguns metabólitos extraídos de líquens foram eficazes no tratamento da leishmaniose 

pela inibição do ciclo de vida do parasito, como no caso do ácido úsnico, proveniente da 

Cladonia substellata (DA LUZ et al., 2015). Pesquisas têm demonstrado que substâncias 

como taninos, esteroides, chalconas e naftoquinonas também possuem atividades biológica 

contra a doença (KLEIN et al., 2009), são utilizados extratos de folhas, raízes de plantas e 

outros produtos naturais como fonte desta atividade pelos mais diversos mecanismos de ação 

(OLIVEIRA; GILBERT; VILLAS-BÔAS, 2014). 

Ainda não há, de fato, medicamentos que sejam considerados 100% eficazes para o 

tratamento das leishmanioses que possuam uma maior eficiência e uma menor toxicidade, por 

este motivo, diferentes produtos naturais vêm sendo estudados (SILVA; FIGUEIREDO; 

CARVALHO, 2016). Portanto, nota-se a grande importância de produtos naturais e seu uso 

contra doenças como a leishmaniose. 

1.3 OS FUNGOS LIQUENIZADOS OU LÍQUENS 

Os líquens são considerados de acordo com AHMADJIAN (1993) e (IAL, 1981), uma 

associação mutualística entre um ser micobionte (fungo) e um ser fotobionte (algas ou 

cianobactérias) e desta associação resulta um talo liquênico. Por não possuírem clorofila, os 

fungos, não realizam a fotossíntese e portanto na natureza os fungos têm várias estratégias de 

obtenção de alimento que vão desde a decomposição de material orgânico à interações com 

seres fotossintetizantes (HAWKSWORTH; HILL, 1984), desta maneira, estes fungos 

conseguem captar carbono e manter suas taxas energéticas necessárias à vida. Assim como as 

cianobactérias e musgos, os liquens têm uma grande importância como pioneiros na 

colonização dos substratos (SPIELMANN, 2006). 

Segundo Lutzoni; Pagel; Reeb (2001) 20% das espécies de fungos encontradas estão 

associadas a algas ou a cianobactérias, como dominante nesta associação encontramos, em 

geral, o organismo micobionte (KRZEWICKA et al., 2017). Os líquens são encontrados na 

natureza e, em sua maioria, estes organismos pertencem ao Filo Ascomycota, o que 

compreende entre 20 a 25% das espécies de fungos conhecidas, sendo imperativa para várias 

ordens dentro do Reino Fungi, como aproximadamente 50% das espécies de Ascomicetos 

(BENATTI; MARCELLI, 2007). Além dos Ascomicetos, tem-se como fungos formadores de 

líquens os Basidiomicetos, Deuteromicetos e Mastigomicetos, totalizando quatro filos.  

Apesar de encontrarmos a relação ecológica de mutualismo nos líquens, HONNEGER 

(1991) diz que os liquens são simbióticos de fungos especializados que captam nutrientes a 

partir de um hospedeiro que pratica fotossíntese, esta simbiose é ecologicamente obrigatório 
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com uma alga e/ou cianobactéria. Sendo heterotrófico, o fungo, adquire da alga sua fonte de 

carbono para respiração e nutrição, promovendo seu crescimento (HAWKSWORTH; HILL, 

1984). Os líquens podem ser classificados de acordo com a morfologia de seu talo em 

crostosos, foliosos e fruticosos (Figura 6). 

 

Figura 6. Tipos de talos liquênicos. a) crostoso, b) folioso e c) fruticoso.  

Fonte: Cunha, 2011. 

 

Quando em associação, os liquens produzem várias substâncias, algumas como ácidos 

nucléicos, carboidratos, proteínas, vitaminas e lipídeos são provenientes do metabolismo 

primário sendo estes indispensáveis à vida e frutos de inúmeras reações química que ocorrem 

no organismo, transformando os nutrientes nestes compostos químicos (WATSON, 1965) e 

outras substâncias como os dibenzofuranos, depsídeos, depsidonas, ácidos graxos, quinonas 

que são originadas do metabolismo secundário. As substâncias formadas através do 

metabolismo secundário são chamadas de ácidos liquênicos ou substâncias liquênicas 

(PODTEROB, 2008). Essas substâncias têm como características gerais a pouca solubilidade 

em água, peso molecular relativamente baixo e podem se acumular no córtex ou na camada 

medular e são produzidas de acordo com a necessidade do organismo e segue as condições 

ambientais onde o mesmo se encontra. Encontra-se substância depositada na parte 

extracelular, podendo formar cristais sobre a superfície das hifas. Esses metabólitos 

secundários são geralmente táxon-especificos, por isso, de acordo com Molnár; Farkas 

(2010), são utilizados para caracterização taxonômica, isolamento e sistemática dos fungos 

liquenizados. 

Segundo Alexopoulos; Mims; Blackwell (1996) e Fleig et al. (2008), a relação 

existente entre os organismos mico e fotobionte se caracteriza como o primeiro produzindo 

muitos ácidos liquênicos, além da produção de outras substâncias e o organismo fotobionte 
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conseguir, através da fotossíntese, a produção de dióxido de carbono e várias substâncias para 

o fungo, mantendo a relação em equilíbrio (SPIELMANN 2006). 

Sabe-se que os metabólitos secundários advindos de líquens têm funções alelopáticas, 

inibindo a divisão celular dos organismos fotobiontes, como por exemplo o ácido úsnico 

(BAĈKOR et al., 2010). Em algumas espécies a alta concentração das substâncias liquênicas 

são atreladas com a defesa dessas estruturas. Esses metabólitos ainda podem garantir aos 

liquens a resistência a vários fatores como altas concentrações de dióxido de enxofre (SO2) 

(HAUCK; JÜNGENS, 2008), altas temperaturas e umidade. 

O papel ecológico das substâncias liquênicas é indiscutível, sendo estas das mais 

diversas como absorção de luz ultravioleta, bioindicativa, troca de gases, entre outras 

(PÖYKKO et al., 2010). As características acima também são pesquisadas para atividades 

biológicas como antimicrobianas, herbicidas, inseticidas, moluscicida, antitumorais, 

antioxidantes, fotoprotetores, alergênicos além de seu uso nas indústrias de cosméticos e 

alimentícia bem como antivirais, analgésicos e antipiréticos (YOUSUF; IQBAL M; ATTA-

UR- RAHMAN, 2014). 

 

1.3.1 Metabolismo primário e secundário de líquens 

 O metabolismo pode ser visto como um conjunto de transformações, reações que 

ocorrem no organismo a nível celular, estas reações são de suma importância e fundamentais 

para a funcionalidade e a sobrevivência da célula, tais como biossíntese, equilíbrio ácido-base, 

manutenção, aquisição de energia e respiração (CHAVES, 2012). Para garantir esta 

funcionalidade há as rotas metabólicas que, visando a homeostase, sintetizam, degradam ou 

ainda transformam substâncias químicas, que são chamados de metabólitos (SIMÕES et al., 

2010).  

       Considera-se a luz solar, um dos muitos fatores que está ligado ao desenvolvimento de 

organismos fotobiontes o que, de fato, pode influenciar, segundo ARAÚJO (2014) na síntese 

de metabólitos secundários. De acordo com FÁVERO; PAVAN (1997) há várias substâncias 

diferentes, fruto do metabolismo secundário de plantas, porém todos os reinos conseguem 

fornecer metabólitos originados do metabolismo secundário, dentre estes podemos destacar o 

reino vegetal; os fotobiontes, de forma geral, conseguem tais metabólitos através de 

mecanismos de defesa contra vários fatores, inclusive de predadores, e são de natureza 

química (CROTEAU; KUTCHAN.; LEWIS 2000; PINTO et al., 2002). 

De acordo com VIZZOTO; KROLOW; WEBER, (2010), a importância ecológica de 

metabólitos secundários tem alguma relação com potencial efeito medicinal para os seres 
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humanos, além disso algumas de suas caracteristicas podem ser úteis para outros animais. 

Estes metabólitos são quimicamente divididos em três grandes grupos, são eles: Terpenos, 

compostos fenólicos e compostos constituídos de nitrogênio (SHAHIDI, 1997; CROTEAU; 

KUTCHAN.; LEWIS, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2006). São assim divididos, pois além de sua 

conformação, suas rotas são distintas, pois no caso dos terpenos utlizam a via do ácido 

mevalônico ou do metileritritol fosfato (MEP), enquanto que os compostos fenólicos lançam 

mão de duas rotas principais, sendo estas as dos ácidos chiquímico e malônico e os compostos 

nitrogenados são sintetizados por meio dos aminoácidos (TAIZ; ZEIGER, 2006) (Figura 7). 

 

Figura 7. Via do metabolismo secundário. Simões et al., 2003. 

 

Como o maior grupo dentre os metabólitos secundários, destacamos os terpenos ou 

terpenoides, derivados do isopropeno, estes compostos são classificados em monoterpenos, 

sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos, sendo assim distribuídos pela 

quantidades de carbonos em sua composição. São designados como ―alcenos naturais‖, uma 

vez que, têm como uma de suas peculiaridades uma dupla ligação entre carbonos, desta 
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maneira é definido como um hidrocarboneto insaturado (MCMURRY, 2011). Aos compostos 

fenólicos, atribuímos características como sabor, odor e até mesmo coloração, sendo 

bioativos, formados por um ou mais anéis aromáticos, possuindo uma atividade oxidante no 

fotobionte. Segundo Horst (2008) atuam na absorção e na neutralização de radicais livres, 

logo agem ativamente em processos de oxiredução. Como são amplamente distribuídos e 

diversificados para denominá-los é necessário o conhecimento da cadeia carbônica que o 

constitui (LEMOS, 2008). O último grupo é constituído por compostos nitrogenados que 

abrange os aminoácidos, alcaloides, aminas e glicosídeos cianogênicos (SEPÚLVEDA-

JIMÉNEZ; DUCOING; SOSA, 2004). Estes compostos podem atuar no controle de pragas 

(JÚNIOR, 2003), assim como serem capazes de manifestar atividade antimicrobiana 

(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2004). 

Sabe-se que o metabolismo secundário está envolvido com esquemas de proteção 

conferidas ao organismo fotobionte como também ao micobionte e há várias associações 

desta proteção com benefício ao ser humano que vai desde ação antimicrobiana à modulações 

neuropatológicas como anti-depressivos (KAUFMAN et al., 1999).  

1.4 LÍQUENS E SEU POTENCIAL BIOLÓGICO 

 Além de sua importância ecológica, os líquens vêm sendo utilizados nos mais 

diversos estudos, ficando claro o seu grande potencial biológico, não obstante seu potencial 

econômico. Espécies como Cladonia substellata, C. verticillaris e Cladia aggregata veem 

sendo amplamente estudadas para avaliação de seu potencial biológico. 

Ácido barbático, úsnico, divaricático e lectinas demonstraram atividades biológicas 

pronunciadas como atividade antimicrobiana, antitumoral, leishmanicida, moluscicida e 

cercaricida (MARTINS et al., 2010; RAMOS, 2011; DA LUZ et al., 2015; SILVA, 2016). No 

estudo de HONDA; VILLEGAS (1998), os autores avaliaram atividades fungitóxica, 

antitumoral e citotóxica de várias substâncias provenientes de várias espécies de líquens, entre 

elas: Ácido úsnico, salazínico, hipostítico e lecanórico atranorina e orselinato de etila. Como 

visto, a importância da bioprospecção de líquens e a extração de seus metabólicos são 

extremamente importante para o aperfeiçoamento de estudos que promovam o conhecimento 

sobre suas ações em outros organismos, consequentemente seu potencial biológico. 

1.5 Cladia aggregata 

A espécie de líquen escolhida para pesquisa fora a Cladia aggregata (Figura 8), 

pertecente à família Cladoniaceae (BATTS; CALDER; BATTS, 2004) que possue 16 gêneros 
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incluindo o gênero Cladia (LUMBSCH; HUHNDORF, 2007). Dentro desta família encontra-

se líquens bem característicos com talo dimórfico, possuindo o talo primário crustoso ou 

folhoso e um talo secundário fruticoso.   

A C. aggregata é vista como uma das espécies fenotipicamente mais variáveis 

(PARNMEN; LÜCKING; LUMBSCH, 2012), sendo considerada um grupo de fungos 

liquenizados, possuindo notável diversidade morfológica e química (PARNMEN et al., 2013), 

sendo esta plasticidade fenotípica sua principal característica de adaptação (FILSON, 1981).  

 A espécie C. aggregata possui como metabólitos secundários os ácidos bárbatico, 

estitico, norstítico e fumarprotocetrárico e esses compostos podem ou não estarem presentes 

no líquen de acordo com a área onde este se encontra na natureza, mostrando portanto, a 

importância do ambiente no qual o liquen está localizado. Suas extremidades são densamente 

ramificadas com ápices rígidos e encurvados e apotécios agregados. Os metabólitos, advindos 

da C. aggregata, já são conhecidos por suas atividades biológicas antimicrobiana, células 

tumorais, funções anti-oxidantes, entre outras (PEREIRA et al., 1994; PEREIRA et al., 1997, 

AMO DE PAZ, et al., 2010). 

 

 

Figura 8. Cladia aggregata (Sw.) Nyl.  (Cladoniaceae, Lecanorales). 

Fonte: Pictures of Tropical Lichens. 

 

 A C. aggregata é encontrada amplamente na Austrália, sendo muito difundida nos 

países do hemisfério Sul como o Brasil, podendo ocorrer como um líquen do tipo fruticoso, 

presentes em crostas criptogâmicas (BATTS; CALDER; BATTS, 2004). No Brasil, há 
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ocorrência dessa espécie no Nordeste, na região da Bacia de Mamanguape-PB, devido ao seu 

clima propício.  

1.6 ÁCIDO ESTÍTICO  

O ácido estítico, 1,3-dihidro-1,4-dihidroxi-10-methoxi-5,8-dimethil-3,7-dioxo-7H-

isobenzofuro(4,5-b)(1,4)benzodioxepin-11-carboxaldeído é uma substância do metabolismo 

secundário, encontrado Cladia aggregata. Sendo uma substância orgânica, este componente é 

uma depsidonas, assim como os ácidos norstitico e lobárico (ISMED, et al., 2016), possuindo 

a fórmula química C19 H14 O9 e com massa molecular de 386,30/u.m.a. (Figura 9). 

Considerado uma depsidona, o ácido estítico tem propriedades pró-apoptóticas, 

citotóxicas, antioxidantes, porém esta última se encontra em menor proporção em relação aos 

outros ácidos testados (PERRY, et al., 1999; LOHÉZIC-LE DÉVÉHAT, et al., 2007; AMO 

DE PAZ, et al., 2010). Apresenta um importante papel na inibição da proteína transportadora 

de beta-hidroxiacil-acilo desidratase  (MCGILLICK, et al., 2016) que participa na síntese de 

ácidos graxos removendo água da beta-hidroxiacil-ACP, criando uma dupla-ligação e na 

atividade antitumoral, como no caso do adenocarcinoma do colón humano, observado no 

estudo de PEJIN, et al, 2017. Segundo HALE (1974) o ácido estítico pode ser alergênico e 

provocar fotossensibilidade na pele humana (THUNE; SOLBERG, 1980). 

 

Figura 9. Representação da estrutura do ácido estítico.  

Fonte: Autores (2018). 

 

O ácido estítico pode ser considerado mais complexo do que depsidonas derivadas do 

orcinol, se origina a partir do β-orcinol, possuindo, entre outros substiuintes, um anel 

heterocíclico com oxigênio nos radicais derivados dos carbonos, nas posições 1’ e 6’, se estes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221%2C3-Dihydro-1%2C4-dihydroxy-10-methoxy-5%2C8-dimethyl-3%2C7-dioxo-7H-isobenzofuro(4%2C5-b)(1%2C4)benzodioxepin-11-carboxaldehyde%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2073677%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221%2C3-Dihydro-1%2C4-dihydroxy-10-methoxy-5%2C8-dimethyl-3%2C7-dioxo-7H-isobenzofuro(4%2C5-b)(1%2C4)benzodioxepin-11-carboxaldehyde%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2073677%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGillick%20BE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26818694
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forem grupamentos carboxila ou aldeído, respectivamente (HONDA; VILEGAS, 1998) e 

sendo uma substância liquênica com duplas ligações conjugadas consegue absorver bem a luz 

Ultra-Violeta (THUNE; SOLBERG, 1980). Essa substância é encontrada também no gênero 

Clandestinotrema, conforme relato de RIVAS PLATA; LUMBSCH (2011). 

1.7 ÁCIDO BARBÁTICO 

O ácido barbático, 2-hidroxi-4-[(2-hidroxi-4-metoxi-3,6-dimetilbenzoil) oxi]-3,6-

dimetilbenzóico, possui fórmula molecular C19H20O7 (Figura 10) é uma substância orgânica, 

assim como o ácido estítico, proveniente do metabolismo secundário da C. aggregata, 

podendo ser encontrado em várias outras espécies de Cladonia, ocorrendo também em 

Rhizocarpon geographicum (ASAHINA; SHIBATA, 1954). Sendo um depsídeo derivado do 

β-orcinol, formado por dois anéis aromáticos, o ácido barbático, apresenta também 

grupamentos carboxílicos e hidroxílicos em ambos anéis aromáticos e que estes grupos 

favorecem a reação de esterificação, levando a formação de uma ligação éster entre os anéis. 

 

Figura 10. Representação da estrutura do ácido babático.  

Fonte: Honda; Vilegas, 1998. 

 

De acordo com STOCKER-WÖRGÖTTER (2001), a síntese deste ácido se dá de 

maneira mais proeminente quando há fatores de estresse como temperaturas mais baixas. 

HAGER; HOWARD; PRIOR (2008) demonstraram experimentalmente que este ácido 

consegue diminuir a divisão celular nas algas, que é considerada uma medida protetiva em 

relação ao fotobionte, há ainda a produção do ácido barbático quando este é submetido à 



32 

 

 

radiação ultravioleta. De acordo com Asahina; Shibata (1954), assim como Huneck; 

Yoshimura (1996), o ácido barbático possui seus cristais de cor amarelo-pálido, podendo 

ser extraído utilizando solventes como éter, clorofórmio e acetona. Apresenta reação 

positiva de homofluorescina com hidróxido de sódio e clorofórmio (ASAHINA; 

SHIBATA, 1954). TAKAHAGI et al. (2006) afirmaram que este metabólito é uma 

substância com grande potencial biológico, sendo eficiente na cadeia transportadora de 

elétrons, impedindo a transferência dos elétrons em células de tabaco, além de 

apresentarem funções alelopáticas. 

Vários estudos já demonstraram diversas atividades biológicas do ácido barbático, 

como os realizados por Martins et al (2010) que trabalharam com extratos orgânicos e com a 

substância purificada, extraídas da C. aggregata Nyl, em quatro linhagens de Staphylococcus 

aureus, demonstrando que ambos, extrato e substância purificada, inibem o crescimento 

microbiano. Apesar do termo ácido barbático ser mais comumentemente utilizado, 

CULBERSON (1969) aponta outras denominações como ácido alectórico, rizóico, coccelico, 

coenomicina, entre outras. A descrição anterior, a respeito das atividades biológicas das 

substâncias liquênicas demonstra o potencial farmacêutico e econômico destas substâncias, 

podendo servir de protótipos para moléculas sintéticas e/ou quimicamente modificadas que 

poderão ser utilizadas em diferentes setores industriais. A flora liquênica do Nordeste é 

bastante diversificada e muito pouco explorada, o que torna ainda mais relevante as pesquisas 

destas substâncias. 
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 OBJETIVOS 

GERAL 

Verificar o potencial biológico dos ácidos estítico e barbático extraídos e isolados da 

Cladia aggregata (líquen) sobre protozoários do gênero Leishmania. 

ESPECÍFICOS:   

 

 Coletar amostras dos líquens em Mamanguape – PB. 

     Extrair, isolar e purificar o ácido estítico da C. aggregata. 

 Caracterizar quimicamente o ácido estítico através de cromatografia em camada 

delgada (CCD), cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), ressonância 

magnética nuclear de prótons e carbono 13 (RMN 
1
H e C

13
). 

 Verificar in vitro o potencial biológico dos ácidos estitico e barbático sobre a 

Leishmania amazonensis. 

 Verificar citotoxidade das substâncias em células Vero. 
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RESUMO: Os ácidos barbático e estítico são metabólitos secundários advindos de líquens 

que possuem uma gama de propriedades biológicas. A utilização destas substâncias contra a 

leishmaniose se fez pertinente. O ácido barbático foi cedido pelo Laboratório de Produtos 

Naturais – UFPE, sendo purificado de acordo com Martins et al (2010), o ácido estítico foi 

purificado a partir de 12 g do líquen C. aggregata. Obteve-se mediante extração com acetona 

um rendimento 5,4%. Visando avaliar o potencial contra Leishmanias amazonensis in vitro 

dos ácidos estítico e barbático purificados, ensaios foram realizados nas concentrações de 

12,5 a 200 µg/mL destes ácidos e citotoxidade, assim como em células Vero. O potencial 

leishmanicida de ambos os ácidos fora evidente em todas as concentrações utilizadas, 

demonstrando que o aumento da concentração é inversamente proporcional à viabilidade 

celular, sendo a CC50 de 15,49 μg/mL para o ácido barbático e 26,20 μg/mL. O ácido 

barbático demonstrou um maior poder citotóxico contra células Vero comparado ao ácido 

estítico. Os presentes dados são atribuídos a ambos os ácidos pesquisados extraídos da C. 

aggregata, mostrando a relevância da pesquisa com metabólitos secundários no tratamento ou 

na inibição de doenças como a leishmaniose. 

Palavras-chave: Leishmaniose, líquens, ácido barbático, ácido estíctico. 

 

ABSTRACT: Barbatic and stictic acids are secondary metabolites from lichens that have a 

range of biological properties. The use of these substances against leishmaniasis, has become 

relevant. The barbatic acid was supplied by the Laboratory of Natural Products - UFPE, being 

purified according to Martins et al (2010), the stictic acid was purified from 12 g of lichen C. 

aggregata. Obtained with acetone extract in 5.4% yield. Aiming to evaluate the potential 

against Leishmanias amazonensis in vitro of the purified stitic and barbatic acids, the results 

tests were performed at concentrations of 12,5 to 200 μg / mL of these acids and cytotoxicity 

with Vero cells. The leishmanicidal potential of both acids was evident in all concentrations, 

demonstrating that the increase in concentration is inversely proportional to cell viability, with 

CC50 of 15.49 μg / mL for barbactic acid and 26.20 μg / mL. The bacillus acid demonstrated 

a greater cytotoxic power against Vero cells compared to the esthetic acid. The present data 

are attributed to both of the investigated acids extracted from C. aggregata, showing the 

relevance of the research with secondary metabolites in the treatment or inhibition of diseases 

such as leishmaniasis. 

Key-words: Leishmaniasis, lichens, barbatic acid, stictic acid. 
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Introdução 

A Leishmanioses é uma doença muito presentes em países em desenvolvimento, sendo 

denominadas como doenças negligenciadas 
[1].

 Essa enfermidade é subdividida clinicamente 

em três tipos: Leishmaniose cutânea ou tegumentar (LC), Leishmaniose mucocutânea (LMC) 

e Leishmaniose visceral (LV) 
[2]

 e são causadas por várias espécies de protozoários 

pertencentes ao gênero Leishmania 
[3]

. A L. amazonensis é a causadora da Leishmaniose 

cutânea difusa (LCDf) que também pode ocasionar a Leishmaniose cutânea disseminada 

(LCDi)
[4]

, assim como a Leishmaniose mucocutânea (LMC), quando o paciente apresenta 

erosões cutâneas e posteriormente nas mucosas com disseminação rápida
[5-9]

. 

A leishmaniose cutânea é considerada uma das seis doenças infecciosas mais 

importantes, chegando a atingir 88 países em todo o mundo e vista pela Organização Mundial 

de Saúde como prioridade em relação às doenças tropicais
[10]

. Nos anos de 1994 e 1995, o 

Brasil chegou a relatar 22,83 e 22,94 números de casos entre para cada 100.000 habitantes, 

respectivamente. No Nordeste entre os anos de 1980 a 2005 foram registrados 219.910 casos 

de LC, sendo que destes casos 12.239 ocorreram no Estado de Pernambuco
[11]

. A transmissão 

dessa doença ocorre através da picada do mosquito que inocula o parasita ainda na formas não 

infecciosas da doença, uma vez no organismo do animal ou do ser humano, os protozoários 

evoluem para a forma infecciosa.  

Os líquens são uma associação entre um micobionte (fungo) e um fotobionte como 

algas que desde os primórdios da civilização humana são utilizados na medicina popular, 

produzindo óleos essenciais, corantes e que possuem diversas atividades biológicas como 

atividade antimicrobiana, ação contra células cancerígenas, tumores e atividades 

leishmanicida
[12-16]

. Estes organismos são amplamente difundidos no globo terrestre, 

produzindo diversos metabólitos secundários, essas substâncias desempenham diversos papéis 

que vão desde a preservação estrutural do líquen à proteção deste
[17-18]

, além de serem 

bioindicadores. Diversos estudos apontam diferentes potenciais biológicos associados aos 

líquens e suas substâncias secundárias, dentre elas há os depsídeos e depsidonas, substâncias 

derivadas do β-orcinol, como os ácidos estítico e barbático, ambos encontrados especialmente 

em espécies do gênero Cladia. 

O presente estudo objetivou extrair, purificar o ácido estítico substância fenólica proveniente 

de Cladia aggregata (SW.) Nyl. E avaliar o desempenho de duas substâncias liquênicas 

secundários, os ácidos estitico e barbático, contra cepas de L. amazonensis. 

 



37 

 

 

Materiais e Métodos 

Coleta, identificação do líquen e dos principais constituintes químicos da espécie. 

A C. aggregata (Sw.) Nyl. foi coletada no município de Mamanguape localizado no 

estado da Paraíba-Brasil, Mamanguape possue as coordenadas 06º 50’ 19‖ S de latitude e 35º 

07’34‖W de longitude. A coleta da espécie de líquen se deu devido as condições climáticas 

favoráveis, onde o clima é tropical chuvoso com estação seca no verão e chuvas de inverno 

antecipadas no outono
[19]

, sendo do tipo As’ segundo a classificação de Köppen, quente e 

úmido 
[20]

.   

Foram coletadas aproximadamente 120 g de tufos da espécie citada, sendo 

conservados em sacos de papel, a temperatura ambiente (28  3°C) em local seco até a 

realização dos testes. A confirmação da espécie foi realizada pela Dra M.L.L. Buril através 

das caraterísticas morfológicas e químicas do talo de acordo com chaves de identificação. 

Para determinação dos fenóis, pequenos cortes foram feitos na superfície do talo de cada 

espécie a fim de expor uma parte do córtex e/ou a medula. Sobre estas camadas expostas 

foram gotejadas hidróxido de potássio saturado e/ou hipoclorito de sódio saturado ou a 

combinação das duas soluções. A reação de coloração foi observada sob microscópio 

estereoscópico e que indica a presença da substância majoritária da espécie
[21]

. A presença das 

substâncias majoritárias foi determinada através de cromatografia em camada delgada (CCD), 

após a obtenção dos extratos orgânicos
[22]

. Uma amostra da espécie com aproximadamente 10 

g fora preservada e depositada no herbário Geraldo Mariz-UFP da Universidade Federal de 

Pernambuco/UFPE, sob número de tombamento 82.195 no referido herbário. 

Também fora realizada reação de coloração com soluções de cloreto férrico 10% e 

hidróxido de potássio a 10%, na amostra purificada e obtida a partir do extrato acetônico, com 

objetivo de confirmar a presença do ácido estitico na amostra
[23]

. 

 

Obtenção do extrato acetônico do talo in natura através de extração por esgotamento a 

frio, isolamento e purificação da substância liquência 

A C. aggregata triturada (12 g) foi submetida à extração sucessiva por esgotamento a 

frio com solventes orgânicos seguindo a série eluotrópica que se inicia com solvente menos 

polares para os mais polares, neste caso utilizou-se a sequência: éter, clorofórmio e acetona, 

repetidos três vezes com cada solvente, onde apenas os extratos acetônicos foram utilizados 

para o desenvolvimento da pesquisa. Os extratos acetônicos foram alocados em agitador 

mecânico durante 60 minutos a temperatura ambiente (28  3°C). Cada extrato acetônico 
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obtido fora filtrado e evaporado em rotaevaporador acoplado em banho-maria a temperatura 

de aproximadamente 40º até secura e mantido em dessecador
[24]

. 
 

Após a obtenção da parte sólida dos extratos acetônicos purificados, determinou-se o 

grau de pureza das amostras através de cromatografia em camada delgada (CCD) e 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e comparou-se com padrão do ácido 

estítico, onde este ácido fora isolado e purificado por meio de sucessivas lavagens com 

acetona em funil G4 de fundo poroso 
[25]

. O ácido barbático foi gentilmente cedido pelo 

Laboratório de Produtos Naturais da Universidade Federal de Pernambuco –UFPE, sendo 

isolado e purificado através da metodologia de Martins et al., (2010)
[26]

. 

 

Cromatografia em camada delgada (CCD) 

As amostras purificadas de ácido estitico em funil G4, 0,1 mg de cada amostra 

purificada, assim como 0,1 mg do ácido estítico padrão foram dissolvidas em acetona e 

aplicadas em placas de sílica Gel 60 F254+ 366 Merk de 20 x 20 cm, e desenvolvidas, de forma 

ascendente, no sistema de solventes A (tolueno/dioxano/ácido acético, 90:25:4 v/v/v). Após a 

eluição e evaporação dos solventes, as bandas foram visualizadas sob luz UV curta (254 nm) 

e longa (366 nm), os cromatogramas foram revelados em câmara de iodo e borrifados com 

ácido sulfúrico a 10% e aquecidos a 60 °C por 20 minutos, para que fossem evidenciadas as 

bandas por reação de coloração
[27]

. Os resultados foram avaliados mediante cálculo dos 

valores de Rfs e comparados ao padrão do ácido estítico.   

 

Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

As amostras purificadas e o ácido estitico padrão (0,1mg/mL) foram submetidos à 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), em cromatógrafo líquido HITACHI 

acoplado em detector UV a 254 nm. As amostras purificadas e o ácido estitico padrão 

dissolvidas em éter foram injetadas em coluna C18 de fase reversa, sendo a fase móvel 

constituídas de metanol/água/ácido acético (80:19,5:0,5 v/v/v), em fluxo de 1,0 mL.min
-1

. Os 

resultados foram analisados pelo tempo de retenção (RT) da substância na coluna e 

comparados com o padrão do ácido estitico
[28]

. 
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Caracterização da estrutura molecular do ácido estitico 

A confirmação da estrutura molecular do ácido estitico purificado foi realizada por 

meio da análise dos dados espectrais de ressonância magnética nuclear de prótons e carbono 

13 (RMN 
1
H e C

13
), respectivamente.  

 

Atividade leishmanicida em formas promastigotas de Leishmania amazonensis 

A atividade leishmanicida será realizada de acordo com a metodologia descrita   por Aranda-

Souza, de   Lorena.   Serão   utilizadas   formas promastigotas de Leishmania amazonensis 

(MHOM/BR/LTB0016). Culturas de promastigotas contendo 2 ×10
6 

parasitas/mL serão  

incubadas   a  26°C,   na ausência e presença dos  ácidos X e Y, iniciando na concentração de 

200 µg/mL e em concentrações decrescentes até 6,12 µg/mL. Neste experimento, a 

Anfotericina B (10 µg/mL) será utilizada como controle positivo. 

O crescimento celular será avaliado durante 72h, por contagem direta em câmara de 

Neubauer. O parâmetro para estimar a inibição do crescimento será a CC 50 (concentração 

dos ácidos capaz de matar 50% a proliferação dos parasitas   após   48h   de   tratamento).   

Serão   realizados   três   ensaios independentes em triplicata [29]. 

Ensaio de Citotoxicidade em Células Vero 

As análises de citotoxicidade serão realizadas segundo o protocolo estabelecido por Mosmann 

(2), através da técnica de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina]. 

Para tal, serão utilizadas células Vero, obtidas de uma cultura pré-existente. As células serão 

cultivadas (1 × 10
5
 células/poço) e tratadas com diferentes concentrações dos ácidos X e Y 

(200 a 6,12 µg/mL) por 24h. Após o tratamento, células tratadas e não-tratadas serão lavadas 

com tampão HBSS e posteriormente incubadas em meio de cultura contendo 10% de MTT 

por até 4h. Em seguida, o pellet será solubilizado com uma solução de isopropanol e  HCl 1% 

e transferido para microplacas. O precipitado derivado da redução do MTT será determinado 

por espectrofotometria a 570 nm
[30]

. 

Análises Estatísticas  

As análises estatísticas e o desvio padrão (DP) foram realizadas através do programa 

estatístico GraphPad Prism 5.0 para o Windows (GraphPad Software San Diego, CA USA). 

Os dados foram expressos como replicatas e ± DP. As diferenças estatísticas foram 
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estabelecidas através da análise de variância (ANOVA) e teste Tukey’s, em que p<0,05 foi 

considerado significativo para ambas a análises, assim como para concentração inibitória de 

crescimento em 50% da população parasitária (CC50).  

 

Resultados e Discussão 

A confirmação da espécie C. aggregata e o teste de coloração foi positivo para o ácido 

estitico presente no extrato acetônico. Reagentes como hidróxido de potássio são utilizados 

para a classificação taxonômica de líquens
[31]

 sendo empregado juntamente com o cloreto 

férrico e apresentando coloração púrpura e amarela, respectivamente, características do ácido 

estítico. Obteve-se a partir de talos in natura do líquen C. aggregata, 0,87g de extrato e 

0,6478g de ácido estítico purificado com um rendimento de 5,4%; ácidos provenientes de 

líquens tem um rendimento que varia entre 0,1% a 10% do peso seco do talo liquênico 
[32]

 . A 

estação de coleta da planta é um dos fatores de maior importância, visto que a quantidade e, às 

vezes, até mesmo a composição dos constituintes ativos não são constantes durante o ano. Há 

alguns fatores são primordiais para caracterizar o metabolito secundário proveniente nos 

organismos tais quais, temperatura, radiação ultravioleta, disponibilidade de nutrientes, 

poluição, disponibilidade de água, altitude, entre outros
[33]

.  

A análise em cromatografia em camada delgada (CCD) revelou a presença de apenas 

uma banda relacionada ao ácido estítico purificado com valor de Rf 32, no sistema de eluição 

A, igual ao Rf do ácido estítico padrão e que estão de acordo com os dados da literatura
[34]

 

(Fig. 01). O extrato acetônico revelou a presença de duas bandas, sendo que apenas uma 

apresentou o mesmo número de Rf de 32 do ácido estítico purificado, havendo no extrato 

acetônico uma outra banda, a qual não fora analisada. A cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) confirma através do seu cromatograma a presença de uma única 

substância
[22]

 com tempo de retenção (TR) de 3 minutos que corresponde ao ácido estitico 

purificado e uma concentração de pureza de 94,86% (Fig. 02).  

As análises dos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de Protons (RMN
1
H) e 

carbono
13

 (RMN
13

C)(Fig. 03 e 04), confirmaram a estrutura química do ácido estitico 

purificado (Fig.05), resultando nos seguintes dados e que estão de acordo com a literatura
[35]

: 

RMN
1
H (299 MHz, DMSO-d6) δH: 2.14 (3H, s, Me-8’); 2.25 (3H, s, Me-9); 3.93 (3H, s, MeO-

4); 6.71 (1H, s, H-9’); 7.05 (1H, s, H-5); 10.32 (1H, s, CHO-8); 12.32 (1H, s, HO-2’). RMN
13

C 

(75 MHz, CDC3) δC: C-1: 111.2; C-2: 171.4; C-3: 108.6; C-4:163.6; C-5: 107.1; C6:160.0; C-
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7:165.9; C-8:193.9; C-9: 21.4; C-4‖-OMe: 56.2; C-1’:105.6; C-2’:160.7; C-3’: 128.9; C-

4’:156.3; C-5’:144.4; C-6’:142.9; C-7’:169.8; C-8’:15.4; C-9’: 104.7. 

A anfotericina B foi utilizada como fármaco padrão para os ensaios. Com relação ao 

potencial leishmanicida, o ácido barbático mostrou ter atividade em todas as concentrações 

utilizadas.  O referido ácido demonstrou um potencial leishmanicida evidenciado contra a 

Leishmania amozonensis, apresentando diferença estatística, onde p<0.05; percebe-se também 

que nas duas maiores concentrações a inviabilidade celular cresce drasticamente, possuindo 

uma CC50 de 15,49 μg/mL
 
(Fig. 06). O ácido estítico, por sua vez, também apresenta atividade 

contra as células parasitárias, onde o aumento da concentração é inversamente à absorbância, 

proporcionado um índice significativo de mortalidade celular, onde p<0.05, com CC50 de 

26,20 μg/mL. As análises indicaram que a medida que a concentração do ácido aumenta, o 

número de células viáveis diminui, quando comparados ao controle, estando bem evidenciado 

no gráfico da Figura 07, apresentando diferença estatística significante, assim como o ácido 

barbático. Para testar o poder leishmanicida do extrato de lipofílico de Hypericum spp, utilizou 

diferentes concentrações que variaram entre 15,60 a 1000 μg/mL
[36]

, encontrando uma resposta 

dose-dependente, assim como visualizado no presente estudo. 

Para a comprovação de que os ácidos estudados conseguiriam atingir os 

protozoários sem causar danos às células foram realizados testes de citotoxidade in vitro, onde 

pôde-se observar que os ácidos estitico e barbático apresentaram um poder citotóxico 

diferenciado para as células Vero. Nakamura e colaboradores em 1962, firmaram que as 

células Vero seriam uma boa linhagem de células para serem utilizadas nos mais diferentes 

estudos e este tipo de células é um dos poucos aprovados para produção de vacinas nos dias 

atuais
[37]

. O ácido barbático mostrou um potencial citotóxico maior do que o ácido estítico, 

tendo obtido uma CC50 de 20,20 μg/mL, sendo pouco maior a viabilidade das células Vero 

em relação às células parasitárias de L. amazonensis (Figura 08). Já o ácido estítico 

demonstrou ser uma importante alternativa contra as Leishmanias, uma vez que, possui CC50 

de 196,85 μg/mL para linhagem de células Vero (Fig. 08), apresentando diferença estatística 

onde p<0.05 (Figura 09), esta substância mostrou também ação citotóxica contra alguns tipos 

de células cancerígenas em fibroblastos normais de pulmão fetal humano MRC-5 e para 

células do adenocarcinoma mamário MCF-7
[38]

.  

Há estudos que mostram que o ácido barbático é citotóxico para linhagens de células 

cancerígenas tais como adenocarcinoma de laringe e carcinoma epidermóides de pulmão. 

Encontrou-se uma DL50 de 75,69 mg/Kg para o ácido barbático contra células tumorais
[26]

 e 
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CC50 no valor de 29,29 μg/mL do ácido estitico contra células HT-29 do adenocarcinoma 

humano
[39]

. Como ainda não há testes com os ácidos estitico e barbático na atividade 

leishmanicida, porém fora utilizado o ácido úsnico um dibenzofurano do metabolismo 

secundário proveniente de Cladonia substellata, contra Leishmania chagasi onde obteve-se 

CC50 no valor de 18,30 𝜇g/mL, esta substância obteve atividade em suas três maiores 

concentrações, respectivamente 25, 50, 100 𝜇g/mL
[40]

, entretanto, podemos ressaltar outras 

substâncias que já foram utilizadas contra outras espécies de Leishmania com CC50 

relativamente alto, em um estudo, encontrou-se uma CC50 de 3.919 𝜇g/mL para N-metil 

glucamina contra protozoários da espécie L. guyanensis
[41]

. 

Utilizou-se o extrato hidroalcóolico de Starchytapheta cayennensis, onde para L. 

brasiliensis obteve CC50 de 73,7 𝜇g/mL e L. amazonensis de 382,5 𝜇g/mL
[42]

. Afirma-se que 

extratos de P. edulis, C. ambrosioides e S. jambolanum que possuem CI50 maiores que 100 

𝜇g/mL tem potencial leishmanicida moderado contra formas promastigotas de Leishmania
[43]

. 

Fora utilizada a raíz de Physalis angulata (planta) e detectou uma série de alterações nas 

células parasitárias como encurtamento ou duplicidade de flagelo e perda da morfologia 

natural, além do processo de divisão atípica
[44]

. A anfotericina B é um antibiótico efetivo 

contra Leishmaniose cutânea e mucocutânea, porém possui diversos efeitos colaterais, sendo 

incorporada pelos macrófagos, porém sem reagir com moléculas de colesterol do 

hospedeiro
[45]

, no presente estudo percebe-se que na concentração de 50 μg / mL a 

anfotericina B é capaz de reduzir cerca de 50% da população parasitária, pela sua eficácia e 

seus efeitos ela é utilizada em pequenas doses. 

Desta forma, percebe-se que o ácido barbático mostrou-se eficaz contra cepas de L. 

amazonensis e baixo poder citotóxico, o ácido estitico, por sua vez, apresentou uma maior 

citotoxidade contra células Vero, porém não apresentou atividade com diferença estatística, 

apesar do gráfico demonstrar uma tendência à esta atividade, acredita-se que com outras 

análises como a microscopia poderá nos fornecer dados que, apesar dos índices de 

mortalidade de ambos os ácidos, mostrem que há deformidades nas células parasitárias que 

possam interferir em seus ciclo de vida. 
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Figura 1. Cromatografia em camada delgada das várias amostras de ácido estitico purificado e extrato acetônico. 

1-Padrão do ácido estitico, 2-7 ácido estitico purificado, 8- extrato acetônico.
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Figura 2.  CLAE apresentou um único pico referente ao ácido estitico purificado com retenção de 3 minutos.
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Figura 3. Ressonância magnética nuclear de prótons confirmando a estrutura do ácido estitico purificado. 
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Figura 4.  Ressonância magnética nuclear de 
13

C confirmando a estrutura do ácido estitico purificado. 
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Figura 5.  Representação da estrutura do ácido estítico.  
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Figura 6. Atividade Leishmanicida do ácido barbático. O asterisco sugere o valor de p <0,05, Bonferroni test. 
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Figura 7. Atividade Leishmanicida do ácido estítico, onde o asterisco  sugere o valor de p <0,05, Bonferroni test. 
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Figura 8. Potencial citotóxico contra Células Vero do ácido barbático, onde o asterico indica que p <0,05, 

bonferroni test . 

 

 

 

 

Figura 9. Potencial citotóxico contra Células Vero do ácido estítico. O asterico indica que p < 0,05, Bonferroni 

test 
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3 CONCLUSÕES 

Através da metodologia utilizada, o ácido estítico foi purificado de forma eficaz; 

Os ácidos estítico e barbático purificados demonstraram potencial leishmanicida, tendo um 

pronunciado percentual de inibição de crescimento celular;  

Análises estatísticas mostram que o ácido barbático purificado tem um maior potencial 

citotóxico contra linhagens de células Vero, enquanto fica evidenciado que o ácido estítico 

purificado possui uma CC50 maior, sendo uma boa alternativa para posteriores estudos com 

atividade leishmanicida e aplicação biológica, de maneira geral. 
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