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RESUMO 

A leishmaniose e a Doença de Chagas enquadram-se na categoria de doenças extremamente 

negligenciada, são causadas por protozoários da classe cinetoplastídeos. A terapia utilizada 

para tratamento dessas doenças apresenta diversos problemas como: tratamento de longo 

prazo, medicamentos utilizados durante décadas, efeitos colaterais, via de administração 

parenteral, falta de formulações pediátricas, alto custo e aparecimento de cepas resistentes. 

Diante do exposto, é necessário a busca novos compostos que tenham como características 

baixa toxicidade, seletividade para o parasito, bom custo benefício, tratamento de curto prazo 

e uma via de administração mais adequada. Nesse contexto as tiossemicarbazonas e o núcleo 

indól apresentam-se como moléculas com ampla atividade biológica, boas propriedades 

químicas, de fácil síntese e possuem fármacos utilizados comercialmente. A Morinda 

citrifolia (Noni) é uma planta conhecida na medicina popular, as ligninas extraídas do Noni 

tem diversas aplicações na indústria farmacêutica sendo um composto natural promissor no 

estudo antiparasitário. Portanto, o objetivo do trabalho é analisar a atividade biológica de 

compostos indólicos-tiossemicarbazonicos e liguinina, avaliando: a citotoxicidade em 

macrófagos  e células Vero, a viabilidade celular e ultraestrutural frente a formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum, Leishmania amazonensis e 

Trypanossoma cruzi, , analise do perfil de morte celular por citometria de fluxo. A atividade 

leishmanicida e tripanocida dos compostos sintéticos mostrou-se promissora, onde todos 

foram capazes de inibir o crescimento de formas promastigotas de L. infantrum, L. 

amazonensis e T. cruzi. Os derivados LQIT/PR-01, LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09 apresentaram 

melhor atividade leishmanicida, eles foram capazes de causar modificações ultraestruturais 

nos parasitos, além disso os compostos LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09 apresentaram atividade 

frente a formas amastigotas de Leishmania, diminuindo a carga parasitária dos macrófagos. 

Na atividade tripanocida os compostos LQIT/PR-06 e LQIT/PR-09 foram capazes de inibir 

formas tripomastigota e amastigota de T. cruzi, ocasionando a morte celular por necrose, 

assim como o fármaco padrão Bezonidazol. A liguinina extraída do Noni também mostro 

resultados promissores quando testadas frente a formas promastigotas de L. amazonensis, 

causando alterações ultraestruturais no corpo do parasito. Dessa maneira, os compostos 

indólicos-tiossemicarbazonicos e a liguinina extraída do Noni apresentam atividades 

leishmanicida e devem formar a base para futuros estudos experimentais. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose; Doença de chagas; Tiossemicarbazona; Indol; Leishmania 

Infantum; Leishmania amazonensis; Trypanosoma cruzi. 
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis and Chagas disease fall into the category of extremely neglected diseases, they 

are caused by protozoa of the kinetoplastid class. The therapy used to treat these diseases has 

several problems, such as: long-term treatment, drugs used for decades, side effects, 

parenteral route of administration, lack of pediatric formulations, high cost and the emergence 

of resistant strains. Given the above, it is necessary to search for new compounds that have 

low toxicity, selectivity for the parasite, cost-effectiveness, short-term treatment and a more 

appropriate route of administration. In this context, thiosemicarbazones and the indole nucleus 

are molecules with broad biological activity, good chemical properties, easy synthesis and 

have commercially used drugs. Morinda citrifolia (Noni) is a plant known in folk medicine, 

the lignins extracted from Noni have several applications in the pharmaceutical industry, 

being a promising natural compound in the antiparasitic study. Therefore, the present study 

aimed to analyze the biological activity of indole-thiosemicarbazoin compounds and liguinin, 

evaluating: cytotoxicity in macrophages and Vero cells, cellular and ultrastructural viability 

against promastigotes and amastigotes of Leishmania infantum, Leishmania amazonensis and 

Trypanosoma cruzi, analysis of cell death profile by flow cytometry. The leishmanicidal and 

trypanocidal activity of the thiosemicarbazonic indole compounds showed promise, where all 

compounds were able to inhibit the growth of promastigotes of L. infantrum, L. amazonensis 

and T. cruzi. Derivatives LQIT/PR-01, LQIT/PR-02 and LQIT/PR-09 showed better 

leishmanicidal activity, they were able to cause ultrastructural changes in the parasites, in 

addition the compounds LQIT/PR-02 and LQIT/PR-09 showed activity against amastigotes 

forms of Leishmania, reducing the parasitic burden of macrophages. In the trypanocidal 

activity, the compounds LQIT/PR-06 and LQIT/PR-09 were able to inhibit trypomastigotes 

and amastigotes of T. cruzi, causing cell death by necrosis, as well as the standard drug 

Bezonidazole. Liguinin extracted from Noni also showed promising results when tested 

against promastigotes of L. amazonensis, causing ultrastructural alterations in the body of the 

parasite. Thus, the indole-thiosemicarbazoin compounds and the liguinin extracted from Noni 

present leishmanicidal activities and should form the basis for future experimental studies. 

 

 Keywords: Leishmaniasis; Chagas disease; Thiosemicarbazone; Indol; Leishmania 

Infantum; Leishmania amazonensis; Trypanosoma cruzi. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As doenças negligenciadas são doenças causadas por agentes infecciosos ou parasitos, 

que incapacitam ou matam milhões de pessoas, representando uma emergência médica 

importante (FENWICK, 2012).  Endêmicas de forma geral em países com baixo poder 

socioeconômico, essas patologias não atraem os investimentos e pesquisas da indústria 

farmacêutica, devido à baixa capacidade de pagamento dos sistemas de saúde e dos potenciais 

consumidores (GARG, 2011; AERTS et al., 2017) A leishmaniose e Doença de chagas são 

enquadradas como doenças extremamente negligenciadas causando altas taxas de morbidade 

e mortalidade no mundo e no Brasil (OLIVEIRA, 2018). 

As leishmanioses são doenças causadas por um conjunto de espécies de Leishmania 

sp., transmitidas através do vetor do gênero Phlebotomus e Lutzomyia, a depender da espécie 

e do sistema imunológico do paciente essa doença de maneira geral pode manifestar-se de 

duas formas a tegumentar e a visceral (HARHAY et al., 2011), Segundo a Organização 

Mundial de Saúde cerca de 1 milhão de pessoas vivem em áreas endêmicas e estão sob risco 

de infecção (OMS, 2018). 

A quimioterapia para o tratamento das leishmanioses de pedem principalmente de 

medicamentos utilizados durante décadas, os compostos antimoniatos pentavalentes 

(antimoniato de Meglumina e estibogluconato de sódio), são fármacos de primeira escolha, 

outros medicamentos também são utilizados como pentamidina, paromicina e miltefosina 

(AERTS et al., 2017; RATH et al., 2003). No entanto essas terapias apresentam efeitos 

adversos, administração via parenteral diária, alto custo, os medicamentos não estão incluídos 

nas listas de medicamentos essenciais dos países e também o fornecimento descontínuo 

inviabiliza um tratamento adequado (DIMITRI, 2012; AMATO et al., 2008). Além de todos 

os importunos citados acima, existem alguns relatos indicando o surgimento de cepas 

resistentes (SANSOM, 2018). 

A doença de chagas ou tripanossomíase americana, é uma doença potencialmente fatal 

causada por um protozoário da espécie Trypanossoma cruzi. transmitida através das fezes do 

inseto vetor conhecido como barbeiro (JANSEN, XAVIER, ROQUE, 2015). Os sintomas da 

doença são variados e dependem das fases da doença que são: assintomática, fase aguda e fase 

crônica (CORREIA et al., 2021). A OMS estima que de 6 a 7 milhões de pessoas no mundo 
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estão contraminadas com a doença de chagas, sendo a América Latina a região mais endêmica 

da doença (WHO, 2021). 

No tratamento da doença de chagas atualmente temos dois medicamentos disponíveis 

o nitroheterociclo benznidazol e nifurtimox, são eficientes na fase aguda com cerca de 80% de 

eficácia, porem na fase crônica essa eficácia e reduzida (PAUCAR, MORENO-VIGURI, 

PÉREZ-SILANES, 2016). Esses medicamentos são utilizados a mais de 40 anos, apresentam 

diversos efeitos colaterais e adversos que dificultam e forçam a interrupção do tratamento por 

parte dos pacientes e cepas resistentes ao tratamento (BERN, 2015).  

Nesse contexto existe a necessidade de buscar novos fármacos leishmanicidas mais 

eficazes e seguros, menos tóxicos, com vias de administração mais adequadas e com um 

melhor custo-benefício, dessa maneira surgem diversos estudos in vitro, in vivo e in silico 

utilizando compostos sintéticos e naturais com ação leishmanicida (Figura 1) (KAPIL, 

SINGH, SILAKARI, 2018). 

 

Figura 1 - Esquema de doenças negligenciadas, quimioterapia atual e perspectivas de novos compostos com ação 

leishmanicida e tripanocida. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Uma classe de moléculas que vem sendo amplamente estudada devido as suas 

propriedades químicas e farmacológicas são as tiossemicarbazonas, dentre as quais como 

atividade biológica destacamos a leishmanicida, derivados de tiossemicarbazona vem 

apresentando eficácia contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania com 

possíveis mecanismos de ação elucidados (HOLLOWAY et al., 2009; BRITTA et al., 2012). 

Outra molécula com grande potencial é o núcleo indol, composto amplamente presente na 

natureza, que serviram de inspiração para a criação de derivados sintéticos, esse núcleo 

também apresenta atividade leishmanicida contra as duas formas evolutivas da leishmaniose 

(RODRIGUES et al., 2015; GIRAUD et al., 2009; KAUSHIK et al., 2013). 
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As ligninas, presentes, são macromoléculas polifenólicas formadas a partir do 

acoplamento radical de três hidroxipropanoides: os álcoois cumarílico, sinapílico e 

coniferílico, apresentando grande distribuição vegetal e consistindo em um recurso renovável 

(CHRISTIERNIN, 2006).Diversas ações referentes às ligninas e seus derivados são descritas 

na literatura, tais como: eliminação de radicais livres (LU et al, 2012), atuação contra 

bactérias Gram-positivas e negativas (WANG et al, 2018), efeito neuroprotetor com 

promissora utilização na prevenção de doenças neurodegenerativas (AKAO et al, 2004) entre 

outras.  

Diante da problemática encontrada no tratamento da leishmaniose e doença de chagas 

a equipe de pesquisa do Laboratório de Química Inovação Terapêutica da Universidade 

Federal de Pernambuco (LQIT/UFPE), propõem o estudo in vitro de moléculas sintéticas e 

naturais para avaliar a sua atuação em diferentes formas evolutivas de L. amazonensis, L. 

infantum e T. cruzi, verificando se as moléculas serão potenciais fármacos para o tratamento 

das doenças.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito in vitro dos compostos indólicos-tiossemicarbazônicos e lignina 

extraída da Morinda citrifolia, frente os protozoários tripanosomatídeos do gênero 

Leishmania e Tripanossoma formas evolutivas de Leishmania infantum e Leishmania 

amazonensis, e Tripanossoma cruzi e sobre as células de mamíferos. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar a atividade citotoxicidade in vitro dos compostos indólicos-

tiossemicarbazônicos frente a linhagens J774 de macrófagos e células VERO; 

• Avaliar a atividade da lignina frente a macrófagos J774 e a produção de oxido nítrico; 

• Avaliar através do IC50 a atividade frente formas tripomastigotas Leishmania infantun 

e Leishmania amazonensis; 

• Avaliar a atividade frente a formas amastigotas de L. infantum dos compostos 

indólicos-tiossemicarbazônicos, estimando o IC50 e o índice de sobrevivência; 

• Avaliar o efeito dos compostos indólicos-tiossemicarbazônicos sobre o crescimento de 

tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, através da determinação da IC50; 

• Estimar o Índice de Seletividade dos compostos; 

• Realizar a Microscopia Eletrônica de Varredura e de transmissão dos melhores 

compostos indólicos-tiossemicarbazônicos e da lignina; 

• Avaliar o perfil de morte celular de tripomastigotas de T. cruzi tratados com os 

compostos indólicos-tiossemicarbazônicos. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 DOENÇAS NEGLIGENCIADAS 

As doenças negligenciadas são um grupo de doenças causadas por agentes infecciosos 

e parasitários, que são endêmicas e se disseminam em regiões com precária estrutura sanitária, 

condições de moradia, alimentação e dificuldade de acesso ao sistema de saúde 

(VASCONCELOS, KOVALESKI, JUNIOR, 2015). Segundo a OMS, 17 doenças fazem parte 

desse grupo, afetando cerca de 1 bilhão de pessoas no mundo, sendo 70% dos territórios 

atingidos são de economia de baixa e média renda (WHO, 2012). Sendo um grave problema 

de saúde pública as doenças negligenciadas não atraem os investimentos e pesquisas da 

indústria farmacêutica para terapia e prevenção, por acometerem uma população sem recursos 

financeiros, resultando assim em um baixo retorno financeiro (OLIVEIRA, 2018). Um estudo 

sobre o financiamento mundial de inovação para doenças negligenciadas mostrou que apenas 

5% do financiamento foram investidos no grupo de doenças extremamente negligenciadas 

leishmaniose, doença de chagas e doença do sono, mesmo tendo aproximadamente 500 

milhões de pessoas estejam ameaçadas por essas três 3 parasitoses (G-FINDER, 2019).  

Sendo a doença de Chagas e a leishmaniose classificadas como parasitoses 

extremamente negligenciadas, as mesmas possuem outros aspectos em comum, são causadas 

por protozoários da classe cinetoplastídeos, são consideradas doenças com alta morbidade 

ocasionando comprometimento da dinâmica social do indivíduo e a terapia disponível vem 

sendo utilizado durante décadas, apresentam efeitos colaterais e o surgimento de cepas 

resistentes tornando assim o tratamento inadequado (OLIVEIRA, 2018). A ocorrência da 

leishmaniose e doença de chagas está diretamente ligada à pobreza, desnutrição, 

imunossupressão, mobilidade populacional, mudanças ambientais e climáticas (ORYAN, 

AKBARI, 2016; DESJEUX, 2004). 

A leishmaniose é uma doença parasitária causada por protozoários de diferentes 

espécies do gênero Leishmania, transmitida através da picada de vetor denominado de 

flebotomíneos (BURZA, CROFT, BOELAERT, 2018), sendo as manifestações clínicas dessa 

patologia de dois tipos: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT) (NYLÉN, 

KUMAR, 2012; OZBILGIN et al, 2018). Sendo um grave problema de saúde pública, estima-

se que anualmente há ocorrência de 1 milhão de casos com aproximadamente 30.000 mortes 

(OMS, 2018). No ano de 2018 houve relato de casos de LT em 92 países com a estimativa 
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que 600.000 de casos ocorram anualmente, para o mesmo período 83 países relataram casos 

de LV com o surgimento de anual de 50.000 novos casos (Figura 2) (WHO, 2021a).  

 

Figura 2 - Status de endemicidade de leishmaniose visceral no mundo, 2019. 

 

Fonte: adaptado de WHO, 2021b. 

 

Nas Américas no período de 2001-2019 foram notificados 1.028.054 casos de 

Leishmaniose tegumentar, dados de 2019 mostram que o Brasil, Colômbia, Nicarágua e 

Bolívia juntos foram responsáveis por 77% dos casos na América (Figura 3). A LV no 

período de 2001 -2019, apresentou uma média anual de 3.470 casos, sendo o Brasil no ano de 

2019 responsável por 97% deles (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE, 

2020). Dados de 2019 registrados pelo Ministério da Saúde mostram que a LT apresentou 

15.484 novos casos, com coeficiente de detecção de 7,37 casos a cada 100 mil habitantes, 

sendo a região Norte responsável por 42,8 % dos casos. No mesmo período a LV apresentou 

2.529 novos casos, uma taxa de incidência de 1,2 casos a cada 100 mil habitantes, destacando 

a região nordeste responsável pelo maior registro do país com 49,1% dos casos 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 
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Figura 3 - Status de endemicidade de leishmaniose tegumentar no mundo, 2019. 

 

Fonte: Adaptado de WHO, 2021c. 

 

A tripanossomíase popularmente conhecida como doença de Chagas, é uma doença 

causada pelo protozoário Trypanossoma cruzi, tendo como principal vetor triatomíneo 

hematófagos (ALENCAR et al., 2021). As manifestações clinicas da doença de Chagas 

apresentam duas fases: fase aguda e fase crônica. É estimado que entre 6 e 7 milhões de 

pessoas no mundo estejam infectadas com T. cruzi, endêmica em 21 países da América 

Latina, está doença por um período estava confinada ao continente Americano (WHO, 2020), 

mas devido a urbanização, mobilidade populacional e emigração, nas últimas décadas foram 

registrados casos em outras regiões e países como por exemplo na Europa e África (Figura 4) 

(DIAS et al., 2016).  
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Figura 4 - Status de endemicidade de tripanossomíase 

  

Fonte: adaptado de WHO, 2018. 

 

Nas Américas aproximadamente 70 milhões de pessoas vivem em áreas de exposição 

e correm risco de adquirir a doença, com cerca de 10 mil pessoas morrendo anualmente 

devido a complicações das doenças (Organização Pan-Americana, 2020). No Brasil a infecção 

por T. cruzi está entre as quatro maiores causas de mortes por doenças infecto-parasitárias, 

nos anos de 2003 a 2018 foram registrados 4.556 casos de doença de Chagas aguda com as 

maiores ocorrência e incidências concentradas na região norte (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2019). Com frequência de casos em indivíduos em idades produtiva no Brasil (15 aos 59 

anos), a doença de Chagas aguda é considerada a doença negligenciada mais importante das 

Américas, pois causa impacto na produtividade na força de trabalho devido a deficiência 

prematura e a morte (SANTOS et al., 2020). 

 

3.2  DOENÇAS PROMOVIDAS PELA FAMÍLIA TRYPANOSOMATIDAE 

A família trypanosomatidae pertence ao filo Euglenozoa (Eukaryota: Excavata), a 

classe kinetoplastea, tendo como apomorfia a presença do cinetoplasto, a ordem 

Trypanosomatida, sendo a única família pertencente a essa ordem, que os seus representantes 

apresentam um único flagelo (STEVENS, 2008). Englobando espécies de parasitos 

responsáveis por perdas econômicas na agricultura e pecuária e por graves doenças no 

homem. A família dos trypanosomatidae agrupa diversos protistas unicelulares e 
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uniflagelados com ciclos de vida monoxênicos e heteroxinênicos (D’AVILA-LEVY et al., 

2015). Os trypanosomatidae heteroxinênicos são amplamente estudados na literatura, a eles 

pertencem os gêneros Leishmania e Trypanossoma, causadores das enfermidades 

leishmaniose e doença de Chagas respectivamente em humanos e outros mamíferos, sendo 

responsável anualmente por milhões de óbitos no mundo (MOREIRA, LO´ PEZ-GARCI´A, 

VICKERMAN, 2004). Os membros pertencentes a família trypanosomatidae podem 

apresentar diferentes morfológias ao longo de seus ciclos evolutivos, essas formas foram 

definidas e classificadas de acordo com a forma, a posição do cinetoplasto em relação ao 

núcleo e no ponto de emersão do flagelo (KAUFER et al., 2017).Os morfotipos principais 

foram separados em dois grupos: 1 - Alongados e de flagelos longos (promastigotas, 

opistomastigotas, epimastigotas e tripomastigotas); 2 - Esféricos e de flagelo curto 

(amastigotas, coanomastigostas e esferomastigotas) (Figura 5) (WHEELER, GLUENZ, 

GULL, 2013). 

 

Figura 5 - Representação esquemática das principais formas morfológicas presentes nos tripanossomatídeos. 

 

Fonte: Adaptado de D’AVILA-LEVY et al., 2015. 

Legenda: A- forma epimastigota; B- forma tripomastigota; C- forma promastigota; D- opistomastigotas; E- 

coanomastigostas; F- amastigota e G- esferomastigotas. 

 

Apesar dos trypanossomatidae apresentarem variações entre os estágios de ciclo de 

vida e entre as espécies, a similaridade ultraestrutural é universalmente conservada 

(D’AVILA-LEVY et al., 2015). Os tripanosomatídeos possuem organelas similares a outras 

células eucarióticas, entretanto algumas delas possuem peculiaridades, servindo de alvos 

potenciais para agentes quimioterápicos (MONZOTE; GILLE, 2011). 

Os representantes da família trypanossomatidae apresentam uma única mitocôndria 

ramificada, portanto a correta função dessa organela é fundamental para a sobrevivência do 

protozoário (SCHNEIDER, 2001). A mitocôndria de modo geral está localizada abaixo da 
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membrana plasmática distribuída por todo o corpo do parasito abaixo dos microtúbulos 

subpeliculares, podendo preencher até 12% do volume total da célula (DESOUZA; ATTIAS; 

RODRIGUES, 2009). Essa organela em protozoários possui uma característica peculiar, ela 

possui uma região denominada cinetoplasto, nessa região está concentrada o K-DNA que 

corresponde a 30% do DNA total da célula. O K-DNA é formado por duas classes de 

moléculas circulares o maxicírculos e o minicírculos, o primeiro são responsáveis por 

codificar RNAs ribossomais e subunidades do complexo respiratório, e o segundo tem como 

função codificar pequenos RNAs guia que na edição do RNA mensageiro codificado pelo 

maxicírculo (CAVALCANTI et al., 2009). 

Outras organelas importantes pressentes nos trypanossomatidae são os 

acidocalcissomos, essa organela em geral possui formato esférico e distribuição por todo o 

corpo do parasito, seu conteúdo é ácido e com elevada elétron-densidade, sendo uma organela 

ausente nas células de mamíferos (MORENO, DOCAMPO, 2009). Tem como principal 

função reserva de cálcio, magnésio, sódio, potássio, zinco, ferro, compostos fosfatados, 

especialmente pirofosfato inorgânico e polifosfato, além de estabelecer a homeostase de 

cálcio, manutenção do pH intracelular e osmorregulação (DOCAMPO, ULRICH, MORENO, 

2010). 

Os glicossomos são estruturas delimitada por membrana relacionada ao metabolismo 

de carboidratos, por via glicolítica, e aminoácidos (ALLMANN, BRINGAUD, 2017). Os 

glicossomos também dispõem de enzimas da síntese de aminoácidos, β-oxidação de ácidos 

graxos, síntese de éter-lipídios, metabolismo de peróxido, esteróis, pirimidinas e enzimas da 

via de recuperação de purinas (SZÖÖR et al., 2014). Como essa organela não possui núcleo, 

as proteínas presentes são codificadas por genes nucleares, transcritas em ribossomos para 

entrar na organela (HAANSTRA et al., 2016). A quantidade dos glicossomos pode variar de 

acordo com a espécie e estagio evolutivos dos parasitos, assim como a presença de enzimas 

também é variável e depende do estágio evolutivo do parasito, mostrando que a dinâmica 

energética e metabólica distinta entre as formas (MICHELS et al., 2006). 

Os triatomíneos possuem organelas com semelhanças aos compartimentos lisossomais 

presentes em outras células eucarióticas, os megassomos e reservossomos, presentes em 

espécies do gênero leishmania e gênero tripanossoma respectivamente (CONCEIÇÃO-

SILVA, ALVES, 2014). Essas organelas possuem semelhança na estrutura e funcionamento, 

são estruturas eletrondensas delimitadas por uma membrana, tem como principal 

característica pH ácido e a presença de cisteínas proteases, além de a captura de moléculas por 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ulrich%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20124344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreno%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20124344
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016748890600231X#!


25 
 

 
 

essas organelas estarem vinculadas ao processo endocítico (SANT’ANNA, SOUZA, 

CUNHA-E-SILVA, 2004; CONCEIÇÃO-SILVA, ALVES, 2014; UEDA-NAKAMURA, 

ATTIAS, DE CULL, 2007).  

 

3.3  LEISHMANIOSES 

3.3.1 Leishmania 

As leishmanioses são causadas por diferentes espécies de Leishmania, esse parasito 

pertence a ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Leishmania, sendo esse 

dividido em dois subgêneros Leishmania e Viannia (STEVERDING, 2017). 

Aproximadamente 20 espécies de leishmania causam patologia no homem, dentre elas apenas 

duas espécies são responsáveis pela manifestação visceral da doença Leishmania 

(Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) donovani (STEVERDING, 2017; 

BANULS, HIDE, PRUGNOLLE 2007). Abaixo a tabela 1 apresenta a relação das espécies de 

Leishmania e suas manifestações clínicas. 

 

Tabela 1- Espécies de Leishmania que causam a patologia em humanos. 

Subgêneros Espécies Manifestação Clinica 

Leishmania 

L. aethiopica LCL, LCD 

L. amazonensis* LCL,LCD,LMC 

L. donovani LV,LPC 

L. infantum* LV,LC 

   

Viannia 

L. major LC 

L. mexicana LCL, LCD 

L. tropica LCL 

L. venezuelensis LCL 

L. waltoni LCD 

L. braziliensis* LCL,LMC 

L. guyanensis* LCL,LMC 

L. lainsoni* LCL 

L. lindenbergi* LCL 

L. naiffi* LCL 

L. panamensis* LCL,LCM 

L. peruviana LCL,LMC 

L. shawi* LCL 

Fonte: Adaptado de Steverding (2017). 

Legenda: LCL-Leishmaniose cutânea localizada; LCD- Leishmaniose cutânea difusa; LMC- Leishmniose 

mucocutânea; LV- Leishmaniose Visceral; LPC- Leishmaniose pós-calazar e *-Espécies presentes no Brasil. 

 

Os protozoários da leishmaniose são parasitos intracelulares obrigatórios, assumindo 

duas formas evolutivas promastigota e amastigota (Figura 6) (BANULS, HIDE, 

PRUGNOLLE, 2007). A forma promastigota é encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, 
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possuindo aproximadamente 10-15 µm de comprimento, exibe forma alongada e flagelo 

único, longo e móvel, possui núcleo central ao corpo em formato oval e o cinetoplasto 

presente na região anterior ao núcleo. Medindo cerca de 2-5 µm. As formas amastigotas são 

arredondas, sem flagelo exteriorizado e não móvel, são presentes em células do sistema 

fagocítico mononuclear, o núcleo é grande e central (GOTO, LINDOSO, 2010; JAIN, JAIN, 

2013). 

 

Figura 6 - Formas promastigotas (A) amastigotas (B) e de Leishmania. 

 

Fonte: adaptado de ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE, 2021. 

Legenda: A- Macrófago infectado com três formas (setas) amastigotas de Leishmania spp.; B- Formas 

promastigotas de Leishmania spp. 

 

 Os vetores responsáveis pela transmissão da leishmaniose são insetos flebotomíneos, 

pertencentes a ordem Díptera, Família Psychodidae, e gênero Lutzomyia e Phlebotomus 

(AKHOUNDI et al.,2016). Popularmente conhecido como mosquitos palha (Figura 7), esses 

insetos possuem cor amarelada e são de pequeno porte, com comprimento de 0,5 cm, 

possuindo atividade crepuscular ou noturna. Apenas as fêmeas são responsáveis pela 

transmissão da doença, pois necessitam alimentar-se de sangue para amadurecer seus ovos 

(MUNSTERMANN., 2019). No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissão de 

LT são Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e L. 

migonei.  Na trasmissão de LV temos como principal vetor a espécie L. longipalpis (BRASIL, 

2013). 
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Figura 7 - Flebotomíneo. 

 

Fonte: adaptado de ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE, 2021. 

Legenda: Fêmeas de adulta de Lutzomyia spp. Ingerindo sangue sobre a pele humana. 

 

As leishmanioses possuem como hospedeiro os mamíferos, tendo como principais 

reservatórios dessa doença em áreas endêmicas animais silvestres como raposas, tatus, 

preguiças, marsupiais; animais sinantrópicos em geral pequenos roedores e animais 

domésticos como cães e gatos (ROQUE, JANSEN, 2014). Os cães tem importância na 

transmissão da doença para os humanos, pois possuem alta prevalência de infecção 

dependendo da região, eles têm o hábito de deslocassem de um lugar a outro, possuem lesões 

ricamente parasitadas, além de um número grande de animais assintomáticos 

(MARCONDES, ROSSI, 2013; COSTA et al., 2018). 

Os sinais clínicos em cães incluem: anemia, hepatoesplenomegalia, perda progressiva 

de peso, febre, linfadenomegalia, lesões descamativa (localizada ou mucocutâneo 

generalizado), ulcerativa, papular, nodular ou pustular e lesões nasais semelhantes a lúpus ou 

pênfigo, alopecia multifocal, hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia (Figura 8) 

(PALTRINIERI et al., 2010; SANTOS, YOSHIOKA, MIYAGUI, 2008; SILVA, 2007). 

 

Figura 8 - Manifestações da leishmaniose em caninos. 

 

Fonte: Adaptado de Arruda (2010); Vilas et al. (2014). 



28 
 

 
 

 A leishmaniose acometia apenas animais silvestres, porém com a urbanização 

desorganizada, fazendo com que a população fosse residir nas periferias próximo a regiões de 

mata, além do fluxo migratório do interior para a cidade, essa patologia começou acometer 

animais sinantrópicos e domésticos, acometendo consequentemente o ser humano (DANTAS-

TORRES, BRANDÃO-FILHO, 2006; REIS et al., 2017). Associado a esses fatores a 

adaptação do flebotomíneo aos mais diversos ambientes e temperatura e a ocupação de 

maneira desordenada de cidades fez com que a leishmaniose se proliferasse em diversas 

regiões e ambientes (RISUENO et al., 2018; READY et al.,2014). 

 

3.3.2 Ciclo biológico de Leishmania sp. 

 O ciclo biológico da Leishmania inicia quando a fêmea do inseto vetor para 

amadurecer seus ovos alimenta-se de sangue de um mamífero infectado, ao fazer o repasto 

sanguíneo ela ingere formas amastigotas de Leishmania (Figura 9). No sistema 

gastrointestinal do inseto as formas amastigotas diferenciam-se em formas promastigotas pró-

cíclicas, com alta capacidade de realizar divisão celular, porém sua forma ainda é de corpo 

redondo e o flagelo mais curto do que o corpo celular (SCHLEIN, 1993; REITHINGER et al., 

2007). Após aproximadamente 3 dias as promastigotas pró-cíclicas, sofrem alteração em seu 

corpo ficando alongadas e com flagelo grande e móvel, são denominadas de promastigotas 

nectomas, essas formas ficam fixas no epitélio do intestino médio do vetor pelo flagelo 

(ROGERS, CHANCE, BATES, 2001; SUNTER, GULL, 2017).  

As nectomas por sua vez se diferenciam em promastigotas leptomonas, que migram 

para a região do intestino médio toráxico, as leptomonas possuem flagelo maior que o corpo 

celular e ampla divisão celular (GOSSAGE et al., 2003; SUNTER, GULL, 2017). As 

leptomonas que cessam a divisão celular diferenciam-se em formas de corpo delgado e flagelo 

longo e livre, as promastigotas metacíclicas, que migram para a região da válvula estomodeal 

e são as formas infectantes para o hospedeiro (KAYE, SCOTT, 2011). 
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Figura 9 - Ciclo biológico de Leishmania sp. 

 

Fonte: Adaptado de Pan American Health Organization, 2019. 

Legenda: 1- vetor infectado inocula Leishmania sp. promastigotas metacíclicos em animais vertebrados durante 

a refeição de sangue;2- Promastigotas metacíclicos penetram macrófagos;3- Promastigotas se desenvolvem em 

amastigotas e se multiplicam por divisão binária;4- Macrófagos lisam e liberam amastigotas para o 

extracelular;5- O vetor ingere sangue infectado com amastigotas durante refeições de sangue;6- As células 

parasitadas ingeridas lisam e liberam os amastigotas;7- Amastigotas tornam-se promastigotas no intestino do 

vetor;8- Promastigotas dividem por divisão binária;9- Promastigotas migram para a probóscide do vetor. 

 

Quando o flebotomíneo já infectado alimenta-se novamente de sangue, as 

promastigotas metacíclicas, através do repasto sanguíneo são introduzidas no hospedeiro. 

Essa entrada no hospedeiro é facilitada por componentes presentes na saliva do inseto que 

bloqueiam a hemóstase do hospedeiro, a saliva possui moléculas com ação anticoagulantes, o 

maxadilan um potente vasodilatador e prostaglandina, aspirasse e prostaciclina com ação 

antiagregante plaquetário (KAYE, SCOTT, 2011; BATES, 2007).  

Além das substâncias salivares presentes no vetor que modificam a ação das células 

hospedeiras, outras moléculas presentes no parasito também facilitam a sua entrada. Os 

proteofosfoglicanos são responsáveis pela produção do gel secretor de promastigota (PSG), 

esse gel faz com que ocorra um bloquei da ingestão de sangue pelo vetor, fazendo com que o 

mesmo para alimentar-se regurgite as formas promastigotas metacíclicas, o PSG auxilia na 

captação de macrófagos para o local da picada, aumentam a produção da arginase I, fazendo 
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com que os macrófagos sintetizem moléculas que auxiliam no crescimento do parasito 

(MERIDA-DE-BARROS et al., 2018). Lipofosfoglicano (LPG) e glicosilfosfatidilinositol 

(GPI) são moléculas que atuam como fator de virulência, essas moléculas são reconhecidas 

pelos receptores das células fagocíticas, regulando negativamente a ação dos macrófagos 

como por exemplo atuam retardando a fusão do fagossomo com lisossomos e inibindo a ação 

da enzima óxido nítrico sintase e do sitema oxidativo (MERIDA-DE-BARROS et al., 2018, 

AEBISCHER, 2016). 

 Uma vez dentro do mamífero as formas promastigotas são fagocitadas por macrófagos 

e, dentro deles, diferenciam-se em amastigotas e começam a se multiplicar. Com a grande 

quantidade dessas formas o macrófago rompe liberando-as para o sistema sanguíneo, sendo 

fagocitadas por outras células ou ingeridas por flebotomíneos reiniciando o ciclo biológico 

(LISBOA et al., 2016). 

 

3.3.3  Manifestações clinicas da leishmaniose 

 A leishmaniose apresenta diversas manifestações clinicas dependentes da resposta 

imune do hospedeiro, espécie infectante e outros fatores como: idade, estado nutricional do 

paciente e carga parasitária. Existem duas formas principais dessa patologia: a leishmaniose 

visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT). A LT manifestar-se de quatro maneiras: 

leishmaniose cutânea localizada, leishmaniose cutânea difusa, leishmaniose mucocutânea e 

leishmaniose disseminada (Figura 9) (PACE, 2014). 

A leishmaniose cutânea localizada, quando sintomática, inicia-se com uma placa ou 

nódulo que progride ao longo do tempo para lesões ulcerosas, a lesão ulcerada é arredondada, 

com fundo granular e bordas elevadas (POLLACK, FLOWERS, ZLOTOFF, 2019; TIRONI 

et al., 2021). A leishmaniose tegumentar mucocutânea manifesta-se como uma úlcera crônica, 

sendo o resultado da propagação de certas espécies de parasitas de Leishmania para as 

mucosas nasal e oral. As lesões da cavidade oral podem se espalhar para orofaringe e laringe 

comprometendo a cartilagem e as cordas vocais (ABADÍAS-GRANADO et al., 2021). Essa 

manifestação clinica forma lesões faciais desfigurantes e mutiladoras causando estigma nos 

pacientes (SHOWLER, BOGGILD, 2017; CROVETTO-MARTÍNEZ et al., 2015).  

A Leishmaniose cutânea difusa são mais raras e em geral está relacionada a uma 

infecção descontrolada devido a uma resposta humoral inadequada. Caracteriza-se pela 

presença de grande quantidade de lesões ao longo do corpo, são múltiplas pápulas e/ ou 

nódulos não ulcerados (MACHADO et al.,2011). A leishmaniose cutânea difusa inicia-se com 
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apenas uma lesão em geral nas extremidades e depois a dispersão pela pele, resultado de uma 

resposta não satisfatória do tratamento (ESPINOZA-MORALES et al., 2017; ABADÍAS-

GRANADO et al., 2021). Leishmaniose cutânea disseminada apresenta o aparecimento de 

múltiplas lesões papulares com aspectos acneiformes presentes em vários segmentos 

corporais, podendo está associado a sintomas como febre, astenia e mialgia. Essa 

manifestação clinica pode estar associada a coinfecção por HIV (HOTT et al., 2021). 

 

Figura 10 - Manifestações clinicas da leishmaniose tegumentar. 

 

Fonte: Adaptado de Pan American Health Organization, 2019. 

Legenda: A- leishmaniose cutânea localizada; B- Leishmaniose mucocutânea; C- Leishmaniose cutânea 

disseminada; D- Leishmaniose cutânea difusa. 

 

Considerada a forma mais severa da doença a leishmaniose visceral, se não tratada é 

fatal em mais de 95% casos (WHO, 2021a). Os fatores de risco para o desenvolvimento da 

LV incluem desnutrição, faixa etária (principalmente crianças por não apresentarem o sistema 

imunológico amadurecido), uso de fármacos imunossupressores e a coinfecção com HIV 

(OLIVEIRA et al., 2018; PACHECO et al., 2021). A LV é uma doença sistêmica grave que 

atinge órgão como fígado e medula óssea (MANSUETO et al., 2014). 

Na manifestação assintomática da LV, o indivíduo não apresenta sintomas, em alguns 

casos pode ocorrer a cura espontânea do paciente ou sintomas inespecíficos como febre, 

diarreia e fraqueza (BRASÍLIA, 2014). A forma aguda caracteriza-se por apresentar como 

sintomas febre alta, palidez, diarreia, perca de peso, fraqueza além visceromegalia (Figura 11) 

(GÓES, JERALDO, OLIVEIRA, 2013, AGUIAR, RODRIGUES, 2017). A fase crônica 

caracteriza-se por apresentar como febre contínua, desnutrição, perca progressiva de peso, 

edema, desnutrição grave, hemorragias e aumento da hepatoesplenomegalia (BURZA, 

CROFT, BOELAERT, 2018), a doença pode evoluir e no seu período final O período final da 

doença caracteriza-se por hemorragias, delírio e complicações infecciosas que condicionam 

para o óbito (TEIXEIRA et al., 2019). 



32 
 

 
 

 A leishmaniose visceral dérmicas pós calazar é uma manifestação atípica de LV, onde 

pacientes aparentemente curados após tratamento da LV, apresentam lesões maculares, 

papulares ou nodulares na pele (ANSARI et al., 2008) (Figura 10). Apesar de não apresentar 

riscos de vida ao paciente e uma cicatrização de aproximadamente 12 meses das lesões, é uma 

doença estigmatizante que carrega uma carga socioeconômica significativa 

(MUKHOPADHYAY et al., 2014). 

 

Figura 11 - Manifestações clinicas da leishmaniose visceral e dérmica pós calazar. 

 

Fonte: Adaptado de Pan American Health Organization, 2019; ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA  DA 

SAÚDE, 2021. 

Legenda: A- paciente com peso perda e presença de hepatoesplenomegalia; B- presença de hepatomegalia e 

esplenomegalia; C- leishmaniose dérmica pós-calazar em paciente com múltiplas lesões nodulares na face e na 

orelha. 

 

3.3.4 Tratamento 

 Antimoniatos pentavalentes são fármacos de primeira escolha para o tratamento da 

leishmaniose, apresentando-se duas formulações antimoniato de Meglumina (Glucantime®) e 

estibogluconato de sódio (Pentostan®) (Figura 11) (BASTOS et al., 2016). Esses 

medicamentos vêm sendo utilizados ao longo de décadas, apesar dos seus efeitos adversos tais 

como artralgia, mialgia, anorexia, náuseas, vômitos, plenitude gástricas, epigastralgia, pirose, 

dor abdominal, pancreatite, febre, fraqueza, cefaleia, palpitação, insônia e problemas renais, 

cardíacos e pancreáticos (MAGILL, 2013). Essa medicação apresenta uma via de 

administração endovenosa ou intramuscular que faz com que muitos pacientes abandonem o 

tratamento, associado a esse abandono de tratamento o uso prolongado durante décadas, vem 

desenvolvendo-se resistência a essa droga (SUNDAR, 2015). 

Os antimoniatos atuam interferindo na bioenergética das formas amastigotas da 

Leishmania, inibindo tanto a glicólise, quanto a oxidação dos ácidos graxos, causando a 
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redução na produção de ATP e GTP (NO, 2016). Utilizado de maneira adequada esses 

fármacos são eficientes para o tratamento de todas as manifestações clinicas da leishmaniose. 

No Brasil apenas o antimoniato de Meglumina é utilizado e a organização mundial de saúde 

recomenda que a dose deste fármaco seja calculada em mg 20mg/Sb+5/kg/dia no mínimo 20 

dias e no máximo 40 dias (BRASIL, 2016). 

O desoxicolato sódico de anfotericina B, é um antibiótico, utilizado para o tratamento 

das leishmanioses como fármaco de segunda linha (Figura 12), porém como fatores limitantes 

de seu uso temos a administração intravenosa, sendo administrado por 1mg/kg/dia por infusão 

venosa, durante 14 a 20 dias (BRASIL, 2016). Os efeitos adversos como febre alta, 

nefrotoxicidade, hipocalemia e miocardite (SUNDAR, 2015). A anfoterecina B liga-se 

preferencialmente ao ergosterol, desencadeando a formação de poros na membrana 

(CHATTOPADHYAY, JAFURULLA, 2011). O ergosterol é uma molécula importante para o 

crescimento, diferenciação e sobrevivência da Leishmania, pois controla a homeostase das 

membranas biológicas, portanto, qualquer alteração bioquímica pode afetar o funcionamento 

de diferentes organelas presente na membrana plasmática do parasito (YAMAMOTO et al., 

2020). 

Com a finalidade de diminuir os efeitos adversos, foi desenvolvido formulações 

lipossomais da anfotericina B. Uma das vantagens dessa formulação é a capacidade de ter 

eficácia com menor quantidade de dias para o tratamento, sendo 3mg/kg/dia, durante 7 dias, 

ou 4mg/kg/dia, durante 5 dias em infusão venosa, em uma dose diária (BRASIL, 2016). 

Contudo, seu alto custo inviabiliza o uso limitado. No Brasil a formulação lipossomal é 

utilizada apenas para o tratamento da leishmaniose visceral (FARHI, 2008; SINHA, 

BHATTACHARYA, 2014). 

A pentamidina (Figura 12), tratamento de segunda escolha, é um medicamento 

também causa efeitos colaterais como náusea, dor de cabeça, sensação de queimações, 

hipotensão, além de erupções cutâneas, disfunções hepática e renal (IQBAL et al., 2016). 

Seus efeitos adversos, altos índices de falha e administração parenteral geraram uma 

diminuição gradual de seu uso. A ação desse fármaco ainda não está totalmente elucidada, 

sabe-se que os resultados experimentais propõem que o sistema de transporte ativo e as 

mitocôndrias são os locais de inibição por este fármaco (NO, 2016). 
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Figura 12 - Fármacos utilizados para o tratamento das leishmanioses. 

 

Fonte: Próprio autor 

 

A paromomicina também é um fármaco indicado, utilizado para tratamento de LT e 

LV (Figura 12), também de administração intravenosa, seus efeitos colaterais incluem 

disfunção hepática, erupções cutâneas e prurido (IQBAL et al., 2016). O mecanismo de ação 

da paromomicina alteração na síntese de proteínas, na interferência da atividade mitocondrial 

e na capacidade de captação de precursores de macromoléculas, dificultando, assim, o 

crescimento do parasito. (CHAWLA et al., 2011). 

A Miltefosina, fármaco antineoplásico, foi utilizado para tratamento de leishmaniose 

primeiramente na índia, por ser um fármaco de administração oral, seu tratamento é de fácil 

aceitação pelos pacientes, porém seus efeitos secundários incluem complicações 

gastrointestinais, toxicidade renal e efeito teratogênico em mulheres com idade fértil 

(SUNDAR et al., 2012). Utilizado para o tratamento de LT e TV, seu mecanismo de ação 

ainda não foi estabelecido, porém sua atuação pode estar relacionada com morte celular por 

apoptose, alteração das vias de sinalização celular mediada por lipídeos, inibição da síntese de 
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lipofosfoglicano e glicoproteína 63 do parasito, essa glicoproteína atua na fixação, 

internalização e escape do parasito às células de defesa da resposta imune do hospedeiro, 

sendo um importante alvo biológico (BASTOS et al., 2016). 

Desta forma, os tratamentos das leishmanioses sempre estão associados a um alto 

custo, diversos efeitos colaterais, aplicações injetáveis, um dificultoso acesso ao tratamento da 

população com menor nível socioeconômico, além da resistência da Leishmania aos 

medicamentos. Todos esses fatores contribuem para o abandono de tratamento dos pacientes 

(IQBAL et al., 2016; SUNDAR et al., 2012). 

 

3.4 DOENÇA DE CHAGAS 

3.4.1 Trypanosoma cruzi 

 A doença de chagas é causada pelo protozoário da espécie Trypanosoma cruzi, a qual 

pertence a ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae, o T. cruzi apesar de ser uma 

única espécie, apresenta uma diversidade genética e características bioquímicas entre suas 

cepas (MILES et al., 2009). Estudos foram realizados para padronizar a nomenclatura das 

diferentes cepas do T. cruzi, sendo importante essa padronização para facilitar o entendimento 

de questões de biologia básica do parasito, de características epidemiológicas e de sua 

ecologia e diferença na patogenicidade dos grupos (ZINGALES at., 2012; BRENIÈRE, 

WALECKX, BARNABÉ, 2016). A classificação utilizada atualmente é baseada em DTU 

(Unidades de Tipagem Discreta), que identifica isolados geneticamente semelhantes, através 

de marcadores moleculares e imunológicos incomuns (ZINGALES et al., 2009). A 

nomenclatura consensual reconhece seis unidades de tipagem discreta (DTUs) denominadas 

TcI a TcVI e Tcbat (ZINGALES, 2018). 

 O T. cruzi possui três formas evolutivas principais ao longo do seu ciclo de vida: 

tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas (Figura 13). As formas epimastigotas, não 

infectantes, são encontradas no intestino do vetor, é uma forma altamente replicável 

possuindo corpo alongado e flagelo livre fixado ao cinetoplasto (DESOUZA, 2009). A forma 

tripomastigota, não possui a capacidade de multiplicação, são as formas infectantes para o 

hospedeiro (tripomastigotas sanguíneas) e são encontradas também no vetor na porção final 

do intestino (tripomastigotas metacíclicas), possuem corpo delgado e flagelo emergindo da 

bolsa flagelar (DESOUZA, 2009; ZUMA, DOS SANTOS BARRIAS, DE SOUZA, 2021). As 

formas amastigotas são exclusivamente encontradas no interior de células de mamíferos, onde 
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se multiplicam, apresenta morfologia arredondada e flagelo curto restrito ao interior da bolsa 

flagelar (ZUMA, DOS SANTOS BARRIAS, DE SOUZA, 2021). 

 

Figura 13 - Principais formas evolutivas de Typanosoma cruzi 

 

Fonte: Adapatado de Carvalho, 2017. 

Legenda: (A) Forma tripomastigota metacíclica T. cruzi; (B) Célula infectada com formas amastigotas 

(seta) de T. cruzi; (C) Formas epimastigota de T. cruzi. 

 

 A doença de Chagas é transmitida para mamíferos através de insetos triatomíneos 

contaminados esses insetos pertencem a ordem: Hemiptera, família: Reduviidae, e subfamília: 

Triatominae (JURBERG et al., 2014). Dos insetos pertencentes a essa subfamília, apenas 20 

espécies dos gêneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus são relevantes para a transmissão 

do T. cruzi ao homem (MONTEIRO et al., 2018). As espécies: Triatoma infestans, Triatoma 

dimidiata, Triatoma brasiliensis, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus são 

considerados os vetores primários mais importantes para a transmissão (Figura 14), esses 

insetos são popularmente conhecidos como vinchuca, barbeiro, percevejo do mato e percevejo 

do sertão (GALVÃO, 2014). 

 

Figura 14 - Espécies triatomíneos responsáveis pela transmissão de T. cruzi. 

 

Fonte: Adaptado de JURBERG et al., 2014 

Legenda: (A)- Triatoma infestans; (B)- Triatoma brasiliensis; (C)- Panstrongylus megistus 
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Caracterizados por serem insetos hematófagos, com aparelho bucal tipo picador-

sugador, os dois sexos alimentam-se de sangue, assim como as fases imatura dos triatomíneos 

(GOURBIÈRE et al., 2012). No processo de alimentação esses insetos podem defecar durante 

ou logo após a alimentação, e esse comportamento faz com que eles sejam transmissores da 

doença de Chagas, uma vez que um triatomíneo infectado expelir nas fezes tripomastigotas de 

T. cruzi (GALVÃO, 2014). O parasita infecta diferentes populações de hospedeiros 

vertebrados como humanos, animais silvestres (tatus, roedores, macacos, raposas, 

marsupiais), além de animais domésticos (cães e gatos) (GÜRTLER, CARDINAL, 2015). 

 A forma vetorial de transmissão de T. cruzi é a mais habitual, porém outras formas são 

relatadas na literatura: por transplante de órgãos, transfusões sanguíneas, transmissão 

congênita, exposição ocupacional e por via oral (DIAS, AMATO NETO, LUNA, 2011). A 

transmissão por via oral tem como fator importante a contaminação de alimentos, como cana-

de-açúcar e açaí, por fezes de vetores silvestres ou consumo de carne de vertebrados 

infectados pelo Trypanosoma cruzi (MAGALHÃES-SANTOS,2014). 

 

3.4.2 Ciclo biológico de Trypanosoma cruzi 

 O ciclo biológico da Trypanosoma cruzi, inicia-se com a ingestão de formas 

tripomastigotas sanguíneas pelo inseto vetor na sua alimentação (Figura 15). Essas formas no 

intestino anterior, local inóspito para o T. cruzi, faz com que ocorra uma diminuição drástica 

no número de parasitos, além da diferenciação dessas formas em esferomastigotas (DE 

FUENTES-VICENTE et al., 2019). As esferomastigotas ao migrarem para o intestino médio 

posterior todas diferenciadas em epimastigotas começam a se multiplicar sucessivamente por 

divisão binárias e aderem-se as membranas perimicrovilar. Essa adesão a membrana é 

facilitada por glicoproteínas do parasita como a gp63 e a cruzipaina (REBELLO et al., 2019). 

 Na parte posterior do intestino as formas epimastigotas diferenciam-se em 

tripomastigotas metacíclicos, em um processo denominado metaciclogênese, esse processo 

inicia-se quando as formas epimastigotas do intestino grosso, pobre em nutrientes, se fixam 

na cutícula cerosa do reto do vetor triatomíneo, iniciando uma mudança morfológica para 

diferenciar-se nas formas infectantes (MELO, GUARNERI, SILBER, 2020).  

 Uma vez as formas tripomastigotas metacíclicas formadas, ao inseto vetor alimentar-

se, elas serão excretadas nas fezes e entraram em contato com o hospedeiro através da pele 

lesada pelo inseto. Uma vez dentro do hospedeiro essas formas são fagocitadas por 
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macrófagos, nesse processo ocorre a formação do vacúolo parasitóforo, dentre desse vacúolo 

as formas tripomastigotas diferenciam-se em formas amastigotas (TEIXEIRA et al., 2011). 

 Com a lise do vacúolo parasitóforo as formas amastigotas agora no citoplasma do 

macrófago começam a multiplicar-se através de divisões binárias. Antes do macrófago 

romper, ocorre a diferenciação de amastigotas em tripomastigotas sanguíneas. Com o 

rompimento as formas tripomastigotas e algumas amastigotas remanescentes, em menor 

quantidade, podem infectar novas células. O ciclo se fecha quando um novo triatomíneo for se 

alimentar de sangue e ingerir as formas tripomastigotas sanguíneas (MELO, GUARNERI, 

SILBER, 2020).  

Figura 15 - Ciclo biológico da Trypanosoma cruzi. 

 

Fonte: adaptado de TEIXEIRA et al., 2011. 

Legenda: (1) triatomíneo pica um hospedeiro mamífero e ingere os tripomastigotas presentes na corrente 

sanguínea do hospedeiro mamífero; (2) tripomastigotas metacíclicos internalizado (3) tripomastigotas 

metacíclicos diferenciam-se esferomastigotas; (4) epimastigotas se multiplicam por fissão binária; (5) 

epimastigotas transformando-se em tripomastigotas metacíclicos; (6) tripomastigotas metacíclicos são 

liberados nas fezes próximo ao local da picada ; (7) os parasitas metacíclicos infectam macrófagos (8) 

promastigotas no interior da célula, (9)promastigotas diferenciam-se em amastigotas; (10) liberação do 

vacúolo parasitóforo; (11)  amastigota se multiplica no citoplasma; (12) amastigotas se transformam em 
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tripomastigotas; (13) macrófago rompendo; (14) forma amastigotas e tripomastigotas; (15) Tripomastigotas 

(a) e (b) amastigotas infectam macrófagos. 

 

3.4.3  Manifestações clinicas da doença de chagas 

 As manifestações clinicas da doença de Chagas é dividida em duas fases: fase aguda, 

com alta parasitemia, inicial e de duração rápida, e a fase crônica, com baixa parasitemia, 

tardia e de evolução lenta (RASSI, RESENDE, 2012). 

 A manifestação aguda da doença quanto transmitida por via vetorial tem um período 

de incubação de 7 a 15 dias. Um dos primeiros sintomas da infeção por doença de Chagas 

aguda são sinais de porta de entrada, o sinal denominado de chagoma é caracterizado por 

lesão maculonodular eritematosa, consistente, indolor, circundada por edema e aumento do 

volume dos linfonodos satélites (Figura 15) (RASSI et al., 2017; ECHEVERRIA, MORILLO, 

2019). O sinal de Romaña é o sinal mais típico de portal de entrada do parasita, caracterizada 

por um inchaço indolor da pálpebra de um olho, ocorrendo com frequência ocorrem 

congestão conjuntival e hipertrofia dos linfonodos satélites (Figura 15) (GUARNER, 2019). 

 

Figura 16 - Sinal de Romaña e sinal de chagoma. 

 

Fonte: Adaptado de RASSI et al., 2017. 

Legenda: A e B- Sinal de Romaña; C e D- Chagoma no braço 

 

Os sintomas sistêmicos da doença de chagas incluem: febre, geralmente constante, não 

superior a 39 ºC; mal estar; cefaleia; astenia e hiporexia; edema da face e dos membros 

inferiores não associados aos sinais de entrada; aumento discreto e moderado dos linfonodos; 

hepatomegalia e/ou esplenomegalia pequena a moderada; miopericardite e hemorragia 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018).  

A fase crônica sintomática da doença aparece anos, ou as vezes décadas após a 

transmissão, as formas mais frequentes dessa manifestação é o envolvimento cardíaco, que 
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pode ser visto em até 20-30% de todos os casos, seguido pelo sistema gastrointestinal em 5-

20% e uma forma mista, cardíaca e digestiva, em 5-10% dos casos (ECHAVARRÍA et al., 

2021). As manifestações gastrointestinais caracterizam-se por apresentar aumento do esôfago, 

cólon ou ambos que resultam em degeneração dos neurônios intestinais, a apresentação da 

doença esofágica pode variar de acalasia assintomática leve a megaesôfago grave com 

regurgitação, aspiração, tosse, disfagia, odinofagia e perda de peso (GUARNER, 2019). 

A cardiopatia chagásica pode apresentar uma ampla gama de alterações dependendo o 

sítio cardíaco afetado, essas manifestações incluem cardiomiopatia dilatada, fenômenos 

tromboembólicos e arritmias que podem causar morte súbita (SIMÕES et al., 2018). As 

alterações iniciais da doença podem apresentar contrações ventriculares prematuras 

multiformes, bloqueio de ramo direito ou bloqueio fascicular anterior esquerdo; alterações 

persistentes no sistema de condução, como bradicardia grave devido à disfunção do nó 

sinusal, atrial fibrilação, bloqueio atrioventricular, contrações ventriculares prematuras e 

taquicardia ventricular (SANTOS, FALCÃO, 2020). 

 A doença de Chagas crônica também possui uma forma indeterminada, onde os 

pacientes apresentam evidência sorológica de infecção por T. cruzi, mas não apresentam 

sintomas, nem sinais físicos. Pacientes acometidos com essa forma da doença apresentam 

excelente prognóstico, sendo suas taxas de sobrevida são semelhantes às de indivíduos 

saudáveis (VIEIRA et al., 2019). 

 

3.4.4 Tratamento 

 O tratamento da tripanossomíase é realizado por medicamentos que são utilizados 

desde a época de 1960, o nifurtimox e o benznidazol (Figura 17). O tratamento desses 

medicamentos aos pacientes é benznidazol a 5 mg / kg / dia por 60 dias ou nifurtimox a 8–10 

mg / kg / dia por 60–90 dias, sendo o benzonidazol o fármaco de primeira escolha (GARCÍA-

HUERTAS, CARDONA-CASTRO, 2021). 

Figura 17 - Fármacos utilizados para o tratamento da doença de chagas 

 

Fonte: Próprio autor 

Legenda:A- nifurtimox; B- benznidazol 
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O mecanismo de ação do benznidazol e nifurtimox é semelhante, eles são ativados 

enzimaticamente, gerando vários intermediários de radicais livres e metabólitos eletrofílicos. 

A redução do benznidazol resulta na geração do metabólito citotóxico glioxal, que se ligam a 

guanosina e evita a formação de novas cadeias de DNA, (GARCÍA-HUERTAS, CARDONA-

CASTRO, 2021). Outro mecanismo proposto é que o benznidazol se ligue covalentemente a 

múltiplos metabólitos reativos a tióis de baixo peso molecular, sendo importante nas vias da 

glutationa e da tripanotiona (KRATZ, et al., 2018). Por sua vez, a redução do Nifurtimox leva 

à produção de uma nitrila insaturada de cadeia aberta que pode reagir com muitos 

componentes celulares, e são tóxicas para o parasita, como por exemplo inibir a síntese de 

ácido pirúvico e interrompe o metabolismo de carboidratos do T. cruzi (BERN, 2015; 

KRATZ, et al., 2018). 

Muitas pesquisas foram realizadas a respeito da eficácia do tratamento do nifurtimox e 

benznidazol para as duas manifestações da doença (TANOWITZ et al., 2015). Hoje a 

utilização desses medicamentos é indicada para o tratamento etiológico nas seguintes 

condições: na fase aguda com taxas de cura de aproximadamente 80%, nessa fase ainda pode-

se incluir neonatos ou lactantes com transmissão congênita; na fase crônica em pacientes até 

18 anos e na reativação da doença devido a supressão imunológica (KRATZ, et al., 2018; 

SALOMON, 2011; TANOWITZ et al., 2015). 

Os dois medicamentos utilizados apresentam vários efeitos adversos, o benznidazol 

causa efeitos colaterais mais acentuados como astenia, dor muscular, tonturas, náuseas, 

estados subfebris, parestesias, polineuropatias periféricas, erupções cutâneas do tipo eritema 

polimorfo não-bolhoso e distúrbios de hematopoiese (ALDASORO et al., 2018). O 

nifurtimox apresenta reações principais como perda de peso, anorexia, insônia, distúrbios 

psíquicos, hiperorexia, vômitos, epigastralgia, irritabilidade e neurite periférica sensitiva 

(ALEXANDRE, TESTON, ZANUSSOJÚNIOR, 2015). 

O nifurtimox e o benznidazol, apesar de serem utilizados por muito tempo enfrentam 

restrições devido aos seus efeitos colaterais, disponibilidade limitada devido a problemas na 

produção e entrega em áreas endêmicas, sua utilização limitada para manifestação crônica da 

doença e a presença de cepas resistentes ao tratamento continuam sendo desafios para a 

expansão desse tratamento (JACKSON, WYSSA, CHAPPUIS, 2020; OLIVEIRA et al., 

2015). 
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3.5  NOVAS ALTERNATIVAS TERAPÊUTICAS PARA LEISHMANIOSE E 

DOENÇA DE CHAGAS 

A busca por novas alternativas terapêuticas vem ganhando destaque ao longo dos 

séculos em todo o mundo, justificada pelo surgimento de novas enfermidades e, muitas vezes, 

pelo fracasso terapêutico dos medicamentos disponíveis. Desta forma todos os recursos 

naturais e sintéticos são importantes. 

A Química Medicinal trata tanto de produtos de origens naturais como origem 

sintéticas, sendo a força motriz na proposição de diversos quimioterápicos, através do 

planejamento de novas substâncias e da síntese orgânica, ou ainda do isolamento, 

caracterização físico-química e espectroscópica de macromoléculas naturais. Neste trabalho, 

foram utilizados compostos oriundos do planejamento e síntese orgânica, e através do 

isolamento de macromolécula, a lignina, das folhas de Morinda citrifolia. 

Os recursos da química medicinal como a simplificação molecular a partir do anel 

acridínico, formando o núcleo indólico, e o desenho baseado em fragmentos (FBDD - 

Fragment-based Drug Design) nos conduziu aos derivados indólicos- tiossemicarbazonicos 

(Figura 18). 

 

Figura 18 - Aplicação do FBDD na obtenção dos derivados indólicos- tiossemicarbazonicos. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor 

 

O método baseado em fragmentos, FBDD, que surgiu como uma abordagem para 

identificar pequenas moléculas que se ligam a uma ampla gama de alvos terapêuticos. A 

maioria dos alvos de FBDD são proteínas, embora haja um número crescente de exemplos em 

que a FBDD foi utilizada para alvos não proteicos tais como RNA. Um dos princípios básicos 

que sustenta o FBDD é que a triagem de uma coleção de moléculas pequenas e simples 

aumenta a probabilidade da relação às triagens de moléculas maiores e mais complexas (DE 

SOUZA et al., 2020). 
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3.5.1  Derivados Indólico-Tiossemicarbazonas 

As tiossemicarbazonas são uma importante classe de compostos amplamente estudada 

na química medicinal por sua diversidade de aplicação biológicas, tais como: atividade anti-

inflamatório (SUBHASHREE et al., 2017), antibacteriana (KHAN et al., 2017), antifúngica 

(DE ARAÚJO NETO et al., 2017), antiviral (PACCA et al., 2017) e antiparasitária (VIEITES 

et al., 2009). 

Atividade anti-tripanossomastídeo tem sido relata em estudos que mostram a eficácia 

dessas moléculas contra Leishmania e T. cruzi (DA SILVA SANTOS et al., 2017; 

LINCIANO et al., 2018). Possíveis alvos biológicos e mecanismos de ação também são alvos 

desses estudos. Derivados de tiossemicarbazonas demonstram a capacidade de inibir as 

cisteínas proteases da Leishmania, enzimas diretamente relacionadas a nutrição, ao processo 

de invasão do parasito, evasão dos mecanismos da resposta imune e replicação, além de ter 

um papel fundamental na diferenciação de promastigotas para amastigotas (SCHRÖDER et 

al, 2013.). Outros trabalhos mostram que alguns derivados de tiossemicarbazona induzem a 

morte das leishmanias por apoptose (DA SILVA et al., 2017), derivados tiossemicarbazonas 

derivadas do limoneno relataram a ação desse composto na mitocôndria do parasito, atuando 

na despolarização da membrana dessa organela (BRITTA et al., 2012). Estudo realizado com 

T. cruzi evidenciam a ação de tiossemicarbazonas através da produção de radicais livres 

tóxicos e a interação com DNA (VIEITES et al., 2009). 

A estrutura química das tiossemicarbazonas e a respectiva numeração dos átomos da 

cadeia principal estão representados na figura 19 (PANICO, POWELL & RICHER,1993).  

 

Figura 19 - Estrutura da tiossemicarbazona 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de Tenório et al. (2005). 

 

O núcleo indólico presentes em produtos naturais e sintéticos se caracteriza por ser 

uma estrutura heterocíclica aromática, sendo uma fusão dos núcleos benzênico e pirrólico 

(COLLIN, HÖKE, 2000) (Figura 20). 

 

 



44 
 

 
 

Figura 20 - Estrutura geral do indol. 

 

Fonte: Adaptado de Collin, Höke (2000). 

 

O núcleo indólico é amplamente encontrado na natureza sendo constituinte de diversas 

moléculas de plantas, bactérias e animais, tais como alcaloides, hormônio (serotonina e 

melatonina), presente na estrutura aminoácido o triptofano, entre outros (YU et al., 2018). Na 

química medicinal o mesmo é vastamente utilizado com scaffold para o planejamento de 

novas moléculas. O indol vem se destacando por sua semelhança química em diversas 

aplicações biológicas tais como antitumoral, antibacteriana, antiviral, antiparasitária, anti-

inflamatória e antitumoral (PANDOLFI et al., 2018; ZHANG, CHEN, YANG, 2014; CHEN 

et al., 2018; ASLAM et al., 2018; DE OLIVEIRA MORAES et al, 2018). 

Atualmente medicamentos contendo o anel indólico estão disponíveis na clínica 

medica são eles: o Repersine, um alcaloide indólico utilizado para tratamento de hipertensão; 

a vimblastina e a vinorelbina para tratamento tumoral (CHEN, HUANG, 2005; CHADHA, 

SILAKARI, 2017). 

Já na atividade antiparasitária o grupo indol apresenta diversas possibilidades com 

novas moléculas ativas frente protozoários (MEZENCEV et al., 2009; FARAHAT et al, 2017; 

SHARMA et al., 2014). Compostos contendo indol demonstram excelente potencial 

leishmanicida frente a formas promastigotas e amastigotas de L. donovani, revelendo ainda 

que os derivados induzam a morte dos parasitos por apoptose (PANDEY et al., 2016). No 

nosso grupo de pesquisa em inovação terapêutica-GPIT/UFPE, destacamos derivados híbridos 

indol-tiofeno e indol-tiazolidina-4-tiona que apresentaram atividade anti-leishmania frente 

formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantun frente formas promastigotas e 

amastigotas, respectivamente (FÉLIX et al., 2016; GOUVEIA, 2019).  

Sendo assim as tiossemicarbazonas e o núcleo indólico com diferentes substituintes se 

apresentam como uma estratégia adequada para o desenvolvimento de novos fármacos 

antiparasitários. 

De acordo com a metodologia adaptada de Tenório et al. (2005), a variabilidade na 

forma de obtenção, o baixo custo de síntese, a aplicação como intermediário de núcleos 
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importantes, rapidez de síntese, altos rendimentos e a sua comercialização fazem com que as 

tiossemicarbazonas se tornem quimicamente atraentes para realização de estudos (DU et al, 

2002; HANG, BERTOZZI, 2001). Para a obtenção dessa classe de compostos duas estratégias 

podem ser usadas a obtenção direta através de condensação de tiossemicarbazona com um 

aldeído ou cetona, ou através da forma indireta, com a preparação previa de uma 

tiossemicarbazida utilizando hidrazina (NH2-NH2 – ligante hidrazinil) e distintos reagentes 

(Esquema 1), seguida de uma condensação com um derivado carbonilado especifico (CASAS, 

SORDO, 2000) O mecanismo de ação da forma indireta de obtenção a parti de isotiocianatos 

é descrito na literatura inicia-se com a formação de um composto intermediário a 

tiossemicarbazida, na reação a um ataque simultâneo do hidrogênio presente na hidrazina ao 

carbono da tiocarbonila, ocorrendo a deslocalização dos elétrons para o hidrogênio vizinho, 

formando assim a tiossemicarbazona. 

 

Esquema 1 - Mecanismo de ação para obtenção de tiossemicarbazidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Na etapa seguinte ocorre uma reação de condensação. Por meio de um ácido ocorre 

ativação da função aldeído do composto aromático de escolha, o par de elétrons livres 

presente na hidrazina ataca o carbono positivo. Ocorre uma deslocalização de elétrons com 

formação e eliminação de água (Esquema 2). O nitrogênio que está positivo atacou a água e 

finalmente forma-se a indol-tiossemicarbazona (MENDONÇA, 2007; DE OLIVEIRA et al., 

2015). 
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Esquema 2 - Mecanismo de ação para obtenção de indol-tiossemicarbazonas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

3.5.2 Lignina isolada da Morinda citrifolia 

Morinda citrifolia é uma espécie pertencente à família Rubiaceae, esta é 

comercialmente conhecida por Noni. O nome científico da planta foi primeiramente descrito 

por Antoine Laurent de Jussieu, em 1789, o qual é derivado do gênero Rubia L., do latim 

rubium, devido à tinta vermelha, tal qual é produzida pelas raízes de plantas desse gênero. 

Rubiaceae é a quarta maior família botânica entre as angiospermas e possui uma distribuição 

cosmopolita, com 550 gêneros e 9000 espécies, dessas, 2000 podem ser encontradas no 

Brasil. A maior parte das rubiáceas é própria de regiões quentes, principalmente os trópicos. 

A família é conhecida devido a sua importância econômica e terapêutica, sendo largamente 

utilizada na medicina popular (Figura 21) (PEREIRA, 2007; MATOSO et al., 2013). Neste 

estudo utilizamos as folhas da Morinda citrifolia. 

 

Figura 21 – Folhas e frutos do noni (Morinda citrofolia) 

 

Fonte: NELSON (2006). 
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As plantas são incomparáveis na sua capacidade de produzir um vasto número de 

metabolitos secundários. Muitos destes metabolitos têm características medicinais. A 

propriedade medicinal das plantas é estudada há séculos pelo homem, e esta tradição mantém-

se em uso crescente de medicinas alternativas e desenvolvimento de suplementos dietéticos na 

atualidade, documentadamente, todas as partes do noni, como raízes, cascas, folhas, frutos e 

sementes são utilizadas como potenciais agentes terapêuticos, apresentando atividades com 

ações analgésica, anti-hipertensiva, antioxidante e anti-helmíntica (SILVA et al, 2012). Nas 

últimas décadas diversos produtos do noni atingiram uma grande popularização nas formas de 

sucos, pílulas, cápsulas e em pós, sendo intensamente comercializados como possuindo 

propriedades imunomodulatórias e no tratamento da síndrome da fadiga crônica e do câncer. 

Tendo em vista os benefícios atribuídos ao noni, a Europenan Comission of Health and 

Consumer Protection (Comissão Européia de Saúde e Proteção do Consumidor, tradução 

livre) o reconheceu como novo produto natural (LOHANI et al, 2019). 

As ligninas são o segundo biopolímero mais abundante da Terra, atrás apenas da 

celulose, representando cerca de 30% da quantidade total de carbono da biosfera. As ligninas 

são responsáveis pela rigidez e força da parede das células vegetais, além de promoverem a 

condução de água, através de um sistema vascular, e promover a proteção das plantas contra 

patógenos (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). Embora produzida em milhões de 

toneladas todos os anos, as ligninas são tratadas como resíduo na indústria da produção de 

papel, a partir da celulose. Apenas uma pequena quantidade (1-2%) é empregada na produção 

de resinas fenólicas, freios automotivos, espumas de poliuretano, biodispersantes e 

surfactantes (MANSOURI; SALVADÓ, 2006).  

Quimicamente, as ligninas consistem em complexos polímeros polifenólicos amorfos 

formados a partir da condensação radical de três álcoois aromáticos (monolignóis): p-

cumarílico, coniferílico e sinapílico. A Figura 22 mostra a estrutura molecular dos álcoois p-

cumarílico, coniferílico e sinapílico. 
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Figura 22 – Estruturas moleculares dos álcoois p-cumarílico (1), coniferílico (2) e sinapílico (3). 

 

Fonte: Adaptado de Clifford (2020) 

 

Devido a abundância de o grupo hidroxila fenólico as ligninas apresentam a 

capacidade de desempenhar atividade antioxidante. Para a caracterização da ação antioxidante 

dos compostos fenólicos, podem ser utilizados diferentes métodos. 

Dentre os métodos estão: Sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), o 

método consiste na redução do radical de coloração púrpura que absorve a 515 nm. 

Capacidade de sequestro do radical ABTS 2,2 ́- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico), o método baseia-se em uma reação por transferência de elétrons, no qual avalia-se 

a capacidade antioxidante de capturar o cátion radical ABTS. Esta captura produz um 

decréscimo na absorbância a 734 nm. Outro método bastante conhecido é o do 

fosfomolibdênio e baseia-se na redução do Mo(VI) em Mo(V) e subsequente formação do 

complexo fosfato de Mo(V). Essa determinação espectrofotométrica apresenta absorção 

máxima a 695 nm. Esse ensaio é conhecido também como atividade antioxidante total. Outros 

métodos também são utilizados, tais como: Captura de oxido nítrico (NO), de radicais OH 

(hidroxila), poder redutor de íons ferro dentre outros. A Tabela 1 mostra diferentes resultados 

para as ligninas obtidas por diferentes fontes.  
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Tabela 2 - Atividade antioxidante promovida por diferentes ligninas em diferentes ensaios. 

Lignina  Ensaios  Referencias  

Madeira de acácia DPPH (IC50) que variaram de 79,89± 0.07 

a 149,96 ± 4,4 μg/mL.  

 

Para o ensaio de ABTS obtiveram 2,70 ± 

0,1 a 3.95 ± 0,13 μg/mL e por fim para 

AAT obtiveram valores entre (54,44 ± 3,8 

a 342 ± 12,9 mmol/100 mg de amostra). 

AADIL et al., (2014) 

Espiga de milho IC50 de 260 μg/mL e 28 μg/mL nos ensaios 

DPPH e ABTS+ 

MICHELIN et al., 

(2018) 

Opuntia fícus-indica 

e Opuntia 

cochenillifera 

DPPH (12.0 ± 0.3%; 21.1 ± 0.1%),  

ABTS (26.8 ± 0.1%; 61.5 ± 0.9%),  

NO (4.7 ± 0.7%; 5.8 ± 0.2%)  

AAT (4.0 ± 0.0% 8.5 ± 0.0%), 

CRUZ- FILHO et al., 

(2019) 

Conocarpus erectus DPPH (IC50= 231.16 μg/mL), ABTS 

(IC50=356.03 μg/mL) e AAT (17.92 ± 

0.41%). 

NASCIMENTO et al. 

(2020) 

Fonte: Próprio autor 

Legenda: Radical DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; Radical do ácido ABTS - 2,2’-azino-bis (3-

etilbenzotiazolina) - 6-sulfônico; TAA - Atividade antioxidante total: ensaio de redução de fosfomolibdênio; 

Óxido nítrico IC50 (50% de capacidade de sequestro). 

 

As diferentes atividades promovidas por essas moléculas estão relacionadas ao teor de 

compostos fenólicos presentes na estrutura química e a outros grupos como por exemplo as 

hidroxilas alifáticas e os grupos metoxilas que estabilizam o radicam fenoxila formados 

durante a eliminação de radicais livres. Além destes fatores como peso molecular, presença de 

carboidratos na estrutura (pureza) pode influenciar o potencial das ligninas como 

antioxidante. Sendo a estrutura química um ponto determinante na atividade biológica.  

Desta forma, as ligninas se destacam no meio científico em decorrência de sua 

perspectiva no uso farmacêutico e biomédico, devido à sua biocompatibilidade, versatilidade, 

por ser biodegradável e por causa de sua natureza polifuncional (DOMÍNGUEZ-ROBLES et 

al., 2020). As ligninas apresentam potencialidade imunoestimulante (NASCIMENTO 

SANTOS et al., 2020), anticâncer e antiviral (ALQAHTANI et al., 2019), antimicrobiana 

(MELO et al., 2020) e antioxidante (ARRUDA et l., 2021). E com relação as aplicações 

farmacêuticas podemos citar a sua utilização como veículos para distribuição controlada de 

medicamentos (CULEBRAS et al., 2021) e genes (TEN et al., 2014), como aditivo para 

produção de membranas cicatrizantes (DAI et al., 2021) e de membranas utilizadas no 

tratamento da osteoartrite (LIANG et al., 2020), loções de proteção solar (ARRUDA et al., 
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2021), encapsulamento de fármacos de liberação controlada (ALQAHTANI et al., 2019), 

biossensores e hidrogéis cicatrizantes (SUGIARTO et al., 2021). 
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4 METODOLOGIA 

4.1 QUÍMICA  

4.1.1 Derivados Indólicos-tiossemicarbazônicos 

 Na primeira parte deste plano de trabalho estudaremos os derivados indólico-

tiossemicarbazonas já previamente sintetizados e caracterizados por espectroscopia 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio, carbono 13, infravermelho e espectrometria de 

massas (Tabela 3). 

 Estes derivados foram obtidos em duas etapas. Na primeira etapa realizamos a síntese 

das tiossemicarbazidas a partir do ligante hidrazinil (hidrazina) com os isotiocianatos 

substituídos. Na segunda etapa as tiossemicarbazidas reagem com os indol-carboxaldeidos 

substituídos conduzindo as tiossecarbazona substituídas (LQIT/PRs). 

 

Tabela 3 - Tempo e rendimento das reações dos compostos Indólicos-tiossemicarbazônicos. 

 

Composto R1 R2 R3 
Tempo 

(horas) 

Rendimento 

(%) 

LQIT/PR-01 
Fenil 

CH3 Br 
4 

94,64 

LQIT/PR-02 Br CH3 35,72 

LQIT/PR-03 
p-metóxi-fenil 

CH3 Br 
4 

53,97 

LQIT/PR-04 Br CH3 71,31 

LQIT/PR-05 
p-metil-fenil 

Br CH3 
4 

40,34 

LQIT/PR-06 CH3 Br 32,09 

LQIT/PR-07 
Hidrogênio 

Br CH3 
24 

37,54 

LQIT/PR-08 CH3 Br 39,08 

LQIT/PR-09 
p-etil-fenil 

Br CH3 
3 

87,79 

LQIT/PR-10 CH3 Br 59,17 

Fonte: Próprio autor. 

4.1.2 Lignina isolada das folhas da Morinda citrifolia 

As folhas de Morinda citrifolia foram coletadas no município de Cabo de Santo 

Agostinho - PE (8º29'86,07 ”S e 35º06'45,29” W). A identificação foi realizada pela 

pesquisadora e curadora Drª Marlene Barbosa e a exsicata depositada no Herbário Geraldo 

Mariz (UFPE), sob protocolo número 74.792. 
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4.1.2.1 Análise composicional de folhas de Morinda citrifolia 

A composição química (teores extrativos, cinzas, lignina, carboidrato não fibroso, 

celulose e hemicelulose) das folhas de Morinda citrifolia foi determinada pela metodologia 

descrita por Gouveia et al. (2009). O fluxograma descreve detalhadamente as etapas desde a 

extração das folhas com solvente orgânico até a obtenção da lignina de Morinda citrifolia 

(Figura 23). 

 

Figura 23 - Fluxograma das etapas realizadas para a obtenção da lignina de Morinda citrifolia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte : próprio autor 

As folhas de Morinda citrifolia (100 g) foram submetidas à metodologia de extração 

de acordo com Cruz-Filho et al. (2019). Inicialmente, foi realizada extração aquosa, nas 

proporções (g/L) 1:1, em um tanque agitado de 2 L, a 60ºC e 1200 rpm, por 1 h. O sólido 

obtido na etapa de extração foi submetido a hidrólise ácida com 1% de H3PO4 em autoclave a 

121 °C por 1h, proporção 1:1 sólido: líquido (g / L). O hidrolisado ácido é separado por 

filtração e o sólido resultante do material foi então sujeito a deslignificação alcalina com 

NaOH a 1%, nas mesmas condições da hidrólise ácida. Após o final da reação, o licor preto 

contendo as ligninas foi separado do sólido resultante por filtração e logo após foi acidificado 

com H2SO4 até pH 2 por 12hs para a precipitação das ligninas. Finalmente, as ligninas obtidas 

foram secas a 70ºC por 48 h. 
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4.1.2.2 Determinação do teor de grupos fenólicos presentes na lignina de Morinda citrifolia 

Foi utilizado ácido gálico como padrão de referência. Este método envolve a redução 

do reagente pelos grupamentos fenólicos presentes nas amostras com formação de um 

complexo azul. Uma alíquota de 0.1 mL de lignina (dissolvida DMSO 10%) numa 

concentração de 500 µg/mL foi transferida para um tubo de ensaio de 10 mL e adicionado 3 

mL de água destilada seguidos de 0.25 mL do reagente de Folin Ciocalteau. A reação ficou 

em repouso por 3 minutos para então ser acrescentado 2 mL de carbonato de sódio (Na2CO3) 

a 7.5% (m/v). Um teste em branco foi conduzido nas mesmas condições, de modo que foi 

usado 0.1 mL de água destilada em substituição da amostra. A reação foi conduzida a 37 ºC 

durante 30 minutos na ausência de luz. A leitura de absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro (Hewlett-Packard, modelo 8453) utilizando comprimento de onda de 765 

nm. A quantificação de fenóis totais em triplicata foi expressa em mg EAG (equivalentes de 

ácido gálico) por g de lignina.  

 

4.2 BIOLÓGICA  

  

4.2.1  Atividade antioxidante pelo método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) 

O radical DPPH é estável, de coloração púrpura, porém quando reduzido passa a ter 

coloração amarela. Para o ensaio DPPH, 0.50 mL de lignina ou padrão (ácido ascórbico) com 

concentrações variáveis (0.0 a 1000 µg/mL) foram adicionados ao mesmo volume de solução 

metanólica de DPPH (60 µM). As amostras foram dissolvidas em DMSO 10% e o ácido 

ascórbico em água. Os sistemas foram agitados vigorosamente e incubados sem agitação 

durante 25 minutos com ausência de luz à temperatura ambiente. A absorbância foi 

determinada a 515 nm utilizando um espectrofotômetro (Hewlett-Packard, modelo 8453). A 

absorbância medida para a solução controle estava na faixa de 0.75 ± 0.01. O branco do 

equipamento foi o metanol. A porcentagem de redução da descoloração DPPH foi calculado 

usando a equação abaixo (Figura 24), onde através dos resultados obtidos foi possível 

determinar o IC50 concentração onde se tem captura de 50% do radical DPPH. 

 

Figura 24 – Equação de cálculo da porcentagem de redução da descolaração de DPPH. 

 

Fonte: Próprio autor 

Legenta - A control - é a absorbância do controle; A amostra - é a absorbância da amostra. 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/decolorization
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4.2.2 Atividade antioxidante pelo método de ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 

6-ácido sulfônico) 

O método de ABTS baseia-se em uma reação por transferência de elétrons, no qual 

avalia-se a capacidade antioxidante de capturar o cátion radical ABTS+. A solução do radical 

ABTS+ foi produzida pela reação da solução aquosa ABTS (7 mM) com solução aquosa 2.45 

mM de persulfato de potássio em quantidades iguais e permitiu que eles reagissem por 12 h 

em temperatura ambiente na ausência de temperatura. Em seguida, 1 mL da solução do 

radical foi misturada com 0.2 mL da amostra (dissolvida em DMSO 10%) ou padrão (ácido 

ascórbico) em diferentes concentrações (0.0 a 1000µg/mL). A mistura foi então incubada à 

temperatura ambiente por exatamente 10 min na ausência de luz. O controle foi preparado 

pela mistura de 1 mL de ABTS+ solução com 0.20 mL de água destilada e apresentou 

absorbância de 0.7 ± 0.01. Os resultados percentuais da atividade de eliminação foram 

calculados como% utilizando a Equação 1. Através dos resultados obtidos foi possível 

determinar o IC50 concentração onde se tem captura de 50% do radical ABTS+. 

 

4.2.3 Citotoxicidade em macrófagos RAW 264.7, J774 e células Vero  

Células de mamíferos (105 células/ml) foram semeados em placas de 96 poços 

contendo meio RPMI completo em atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC por 24h. Posteriormente, 

foram adicionados os compostos em diferentes concentrações, sendo novamente incubados 

durante 72h. Cada composto foi testado em duplicata. Após esse período, foi adicionado MTT 

(5 mg/mL em PBS), seguido de nova incubação por 3h. Foi acrescentado DMSO para 

dissolução dos cristais de formazan e a absorbância foi lida a 540nm. O controle negativo da 

reação foi obtido em poços contendo apenas meio de cultura e células (sem tratamento). 

Também foi avaliada a atividade do fármaco de referência Anfotericina B. A partir dos 

valores de inibição da cultura, foi obtida a CC50. 

 

4.2.4 Produção de óxido nítrico 

A produção de óxido nítrico foi determinada através de um ensaio colorimétrico 

utilizando o reagente de Griess (1% sulfanilamida/ 0.1% N-(1-naftil)-etilenediamina 

dihidrocloreto/2.5% H3PO4). O sobrenadante de macrófagos J774 não tratados e tratados com 

os compostos após 72 horas, foram submetidos ao reagente de Griess. A absorbância foi 

determinada a 540 nm no leitor de ELISA Benchmark plus (Bio-Rad®, Califórnia, EUA). A 
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concentração de nitrito foi determinada usando uma curva padrão com concentrações 

conhecidas de nitrito de sódio. Cada teste foi feito em duplicata biológica e quadruplicata 

técnica. Macrófagos não tratados foram usados como controle. 

 

4.2.5  Atividade Leishmanicida 

Os parasitos e linhagens celulares foram cedidos gentilmente pelo Prof. Luiz Carlos 

Alves do Departamento de Parasitologia do CPqAM/ FIOCRUZ. 

 

4.2.5.1  Atividade leishmanicida frente as formas promastigotas de Leishmania 

Formas promastigotas de Leishmania infantum (Cepa MHOM/BR/70/BH46) e L. 

amazonensis (cepa WHOM/00LTB0016), foram mantidas em meio Schneider (Sigma) 

suplementado com 1% de estreptomicina e 20%  de soro fetal bovino (SFB) respectivamente, 

cultivadas em estufa incubadora para BOD com temperatura de 26º C. As formas 

promastigotas foram utilizados em fase exponencial de crescimento em todas as fases do 

experimento. 

Para o ensaio de atividade leishmanicida, formas promastigotas foram contadas e 

diluídas em meio Schneider’s (Sigma/Merck) completo a 2x106 células/mL. Os parasitas 

foram incubados a 26°C na presença de diferentes concentrações dos compostos por 72h. 

Parasitas incubados apenas com meio de cultura e com Anfotericina B foram utilizados como 

controle negativo e positivo, respectivamente. Foi realizada também incubação com a mesma 

faixa de concentração de DMSO (0,01 a 1%) presente na diluição dos compostos. O 

crescimento celular foi avaliado e a IC50/72hs foi determinada por análise de regressão. Cada 

ensaio foi realizado em triplicata. 

 

4.2.5.2 Atividade leishmanicida frente a formas amastigota de L. infantum 

Os macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram coletados e semeados em 

placas de 24 poços, a uma concentração de 1x106 células/mL. Após 3 horas cultivo, as 

culturas foram lavadas com meio RPMI-1640 e infectadas, por três horas com formas 

promastigotas infectivas, na concentração de 2x106 promastigotas. Após a infecção, os 

macrófagos foram não tratados em diferentes concentrações. Após 24 horas de tratamento as 

placas foram lavas com PBS, fixadas com metanol e coradas com Giemsa. A porcentagem de 

macrófagos infectados foi determinada por contagem de 100 células em triplicata. A IC50 

(concentração que inibe 50% do crescimento dos parasitos) foi determinada após 24 horas de 
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cultivo por análise de regressão linear. O índice de sobrevivência foi determinado 

multiplicando a porcentagem de macrófagos infectados pelo número de parasitos por célula 

infectada. O índice de seletividade (SI) foi determinado como a razão entre CC50 e IC50.  

 

4.2.5.3  Análise ultraestrutural das formas promastigotas L. infantum e L. amazonensis 

Formas promastigotas L. infantum e L. amazonensis controles e tratadas nas 

concentrações da IC50 e 2xIC50 dos compostos selecionados por 72 horas foram utilizadas na 

análise ultraestrutural. 

Para microscopia eletrônica de varredura, promastigotas fixadas foram colocadas para 

aderir em lamínulas previamente revestidas com poly-L-lysina (Sigma®). Após 20 minutos as 

lamínulas foram lavadas no mesmo tampão para retirada das células não aderidas e pós-fixada 

por uma hora em uma solução contendo 1% de tetróxido de ósmio (OsO4) em tampão 

cacodilato de sódio. Em seguida as células foram desidratadas em séries crescentes de etanol e 

submetidas à secagem através do ponto crítico no Critical Point Dryer HCP-2 (Hitachi, 

Tokyo, Japan), 42 cobertas com 20 nm de ouro no metalizador JFC-1100 (Jeol,Tokyo, Japan) 

e visualizadas através do microscópio eletrônico de varredura JEOL T-200 (Jeol, Tokyo, 

Japan). 

Para microscopia eletrônica de transmissão, os parasitos fixados foram lavados e pós-

fixados por uma hora em uma solução contendo 1% de tetróxido de ósmio (OsO4), 0,8% 

ferricianeto de potássio, 5 mM CaCl2 em tampão cacodilato de sódio. Após esta etapa, as 

amostras foram desidratadas em concentrações crescentes de acetona, infiltradas e incluídas 

em EPON (Sigma® Aldrich, St. Louis, USA). Cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm 

de espessura, obtidos em ultramicrótomo Leica EMUC6 (Leica, Wetzlar, Germany), foram 

contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados através do microscópio 

de transmissão TecNai G2 Spirit TEM (FEI, Hillsboro, USA). 

 

4.2.6 Atividade anti- Trypanosoma cruzi 

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram coletados do sobrenadante de células Vero 

infectadas e distribuídos em uma placa de 96 poços para uma densidade final de 4 × 10 

células por poço em meio RPMI-1640. Cada composto foi adicionado aos poços em dez 

concentrações (0,19 a 100 μg / mL). Foram adicionados 20 µL (5mg/mL) de MTT 3-(4,5- di-

metilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo tetrazol (Sigma-Aldrich) em todos os poços por 

3 horas nas mesmas condições de cultivo conforme descrito por Mosmann (1983). O método 
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permite medir a atividade da desidrogenase mitocondrial, o potencial redox indicativo de 

atividade metabólica e, portanto, viabilidade, a qual gera cristais de formazam mensurados 

colorimetricamente. Após a reação, os parasitos serão centrifugados, a 1000 g, por 10 minutos 

e em seguida, o sobrenadante será descartado e o sedimento resuspenso em DMSO (Sigma-

Merck) para completa dissolução dos cristais de sal formados pelo metabolismo mitocondrial, 

resultando assim, em uma coloração. O ensaio foi feito duas vezes, em duplicata. O 

benzinidazol foi utilizado como fármaco de referência. A absorbância foi determinada em 570 

nm em um leitor de ELISA (Molecular Devices), Sunnyvale, California (EUA). O percentual 

de parasitos viáveis (VB) será calculado através da seguinte fórmula equação representada 

abaixo (Figura 25). 

 

Figura 25 – Equação para o cálculo do percentual de parasitos viáveis. 

 

Fonte: Próprio autor 

 

4.2.7 Avaliação da morte celular 

Após a confirmação da atividade antiparasitária, a marcação com Anexina-FITC / 

Iodeto de Propídio foi usada para caracterizar as modalidades de morte celular induzidas pela 

incubação com compostos. Tripomastigotas de T. cruzi foram coletadas e, em seguida, 

semeadas a 1x105 células / poço em meio de inseto de Schneider. Todos os compostos foram 

dissolvidos em DMSO e adicionados aos poços nas concentrações IC50 e 2xIC50. Bezonidazol 

(IC50 e 2xIC50) e meio de cultura foram usados como controle positivo e negativo, 

respectivamente. As placas foram incubadas nas mesmas condições utilizadas para a atividade 

anti-tripanossoma (26ºC, 72h). Resumidamente, após o tratamento, os parasitas foram lavados 

com PBS e ressuspensos em tampão de ligação (Anexina V Binding Buffer- BD Pharmingen 

™, EUA). Para marcação, foram adicionados 10 L de iodeto de propídio (50 g / mL) e 5 

L de Anexina-FITC (BD Pharmingen ™, EUA) por 15 min, em temperatura ambiente, no 

escuro. A citometria de fluxo foi realizada em FACSCalibur (Becton & Dickinson, EUA). 

Para cada amostra adquirimos 20.000 eventos e os dados foram analisados usando o software 

Cell Quest (Becton & Dickinson, EUA). Os ensaios foram realizados em triplicado. Para 

análise de significância foi utilizado ANOVA e teste de Dunnett, levando em consideração p 

<0,05. 
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4.2.8 Analise estatística  

A análise estatística foi realizada empregando-se testes não paramétricos. Foi feito 

teste de regressão linear simples para obtenção da CC50 e da IC50. A análise para medir a 

variabilidade entre o grupo tratado foi o teste Wilcoxon e entre grupos tratado e controle foi o 

teste Mann-Whitney. Todas as conclusões foram tomadas ao nível de significância de 5% e 

todas as análises foram feitas no software GraphPad Prism 5.0. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados descritos tiveram com metas a elucidação de um provável mecanismo de 

ação dos compostos estudados. Diferentes respostas foram obtidas para os derivados 

indólicos-tiossecarbazônicos como para lignina isolada das folhas da Morinda citrifolia.  

 

5.1 DERIVADOS INDÓLICOS-TIOSSEMECARBAZÔNICOS 

Os compostos indólicos-tiossemicarbazônicos em trabalho anterior, foram 

sintetizados, caracterizados e testados frente a formas promastigotas de L. infantum, esse 

último resultado é mostrados na tabela abaixo (SILVA, 2017) (Tabela 4). Os mesmos 

compostos no presente trabalho foram testados frente a formas promastigotas L. amazonensis 

e ensaios de citotoxicidade em macrófagos (Tabela 4). Baseado nos dados obtidos, foram 

selecionadas as melhores moléculas para a realização de estudos ultraestruturais e 

investigação um possível mecanismo de ação dos compostos indólicos-tiossemicarbazônicos 

(Tabela 4). 
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Tabela 4 - Análise do potencial citotóxico, atividade leishmanicida in vitro sobre promastigotas de L. infantum e  

L. amazonensis e índice de seletividade de derivados indol-tiossemicarbazona 

 

Fonte:Próprio autor. 

Legenda: IC50 (a) – concentração que inibe 50% do crescimento das formas promastigotas de L. infantum. IC50 

(b) – concentração que inibe 50% do crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis; CC50 – 

concentração capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células de macrófagos; IS (Índice de 

seletividade) – CC50 Macrofágos/IC50 Promastigotas. IS (a) Índice de seletividade L. infantum. IS(b) Índice de 

seletividade L. amazonenesis. 

 

Na realização de estudos que busquem novos fármacos leishmanicidas é importante 

como critério de avaliação a baixa citotoxicidade dos compostos em células de mamíferos e a 

eficácia ao parasito (BHARGAVA, SINGH, 2012). Em nosso estudo a análise de 

citotoxicidade utilizando macrófagos, foi possível observar uma variação citotóxica entre os 

compostos testados (53,23 a 357,97µM). Os compostos LQIT/PR-07 e LQIT/PR-08 sem 

substituinte na posição N4 da tiossemicarbazona foram menos citotóxicos, com valores de 

CC50 de 237,76µM e 357,97µM respectivamente, esse valor de toxicidade baixo da molécula 

LQIT/PR-08 refletiu diretamente no índice de seletividade. 

Na avaliação leishmanicida foi verificado a eficácia dos derivados indólicos-

tiossemicarbazônicos sobre as formas promastigotas de L. infantum e L. amazonensis. Todos 

os compostos da série LQIT/PRs, testados foram capazes de inibir as formas promastigotas, 

 

Compostos 
µM   

R1 R2 R3 

IC50 (a) IC50 (b) CC50 IS (a) IS (b) 

LQIT/PR-01 6.12 13.61 63.54 10.38 4.67 
fenil 

CH3 Br 

LQIT/PR-02 5.60 46.63 100.65 17.97 2.16 Br CH3 

 LQIT/PR-03 8.43 33.16 88.18 10.46 2.66 
p-metóxi-fenil 

CH3 Br 

LQIT/PR-04 8.93 75.24 120.08 13.45 1.60 Br CH3 

LQIT/PR-05 23.35 134.38 118.31 5.07 0.88 
p-metil-fenil 

Br CH3 

LQIT/PR-06 11.46 19.58 135.25 11.80 6.91 CH3 Br 

LQIT/PR-07 16.70 87.76 237.76 14.24 2.71 
Hidrogênio 

Br CH3 

LQIT/PR-08 13.51 23.92 357.97 26.50 14.97 CH3 Br 

LQIT/PR-09 4.36 12.31 53.23 12.21 4.32 
p-etil-fenil 

Br CH3 

LQIT/PR-10 11.97 >481.52 93.17 7.78 0.19 CH3 Br 

Anfotericina B 0,05 37,60 29,26 585,2 0,78 ----- ---- ---- 



61 
 

 
 

com valores de IC50 /72 horas que variam de 4,36 a 23,35 µM quando testados frente a L. 

infantum e 12,31 a >481,52 µM quando testados para L.amazonensis (Tabela 4).  

Analisando os dados obtidos as moléculas LIQT/PR02 e LIQT/PR09, obtiveram os 

melhores resultados de IC50 frente a formas promastigotas de L. infantum, apresentando 

valores 5.60 µM e 4.36 µM respectivamente, e na avaliação do índice de seletividades (IS) 

respectivamente 17,97 e 12,21. Entre todos os derivados testados frente a L. amazonensis, o 

LQIT/PR-01 e LQIT/PR-09, apresentaram maior atividade leishmanicida, com valores de IC50 

de 13,61µM e 12,31 µM, respectivamente (Tabela 4). Na avaliação do índice de seletividade, 

estes compostos apresentaram-se mais seletivos ao parasito do que as células de mamíferos, 

com valores de IS de 4,67 e 4,32 respectivamente (Tabela 4). Os compostos em destaque 

possuem IS melhores do que o fármaco utilizado como padrão, pois a Anfotericina B 

apresentou IS de 0,78 no teste realizado frente a  formas promastigotas de L. amazonensis. 

Os derivados indólicos-tiossemicarbazônicos apresentam em sua constituição o grupo 

indólico o qual tem atraído atenção entre a comunidade científica devido aos seus usos 

terapêuticos (KAUCHIK et al. 2013), alguns compostos naturais e sintéticos contendo o indol 

foram utilizados em testes e apresentaram ação antitumoral (OLIVEIRA et al., 2015), 

antiviral (ZHANG et al., 2015), antimicrobiano (AL-QAWASMEH et al, 2010), 

antileishmanicida (PANDEY et al., 2016). Dessa forma, atividade leishmanicida encontrada 

em todas as moléculas do presente estudo pode está associada a presença do grupo indólico, já 

que o derivado LQIT/PR-08 sem sibustituintes aprensentou o melhor resultado de IS da série 

quando testado frente as duas cepas de Leishmania.  

As moléculas testadas tem em sua constituição duas diferenças principais, 

substituições na porção N4 da tiossemicarbazona, e um grupo indol dissubstituído com 5-

CH3/ 7-Br e 5-Br/7CH3. O composto LQIT/PR-01 apresentou valor de IC50 significativo para 

as duas cepas de Leishmania testadas, o composto possue o Br na posição 7 do indol (7-Br). 

A literatura mostra que a presença de halogênios nas moléculas aumentam a permeabilidade 

da membrana plasmática e, portanto, possibilita a entrada do fármaco na célula, o que justifica 

a maior atividade de compostos com esses grupamentos (HERNANDES et al., 2010b). No 

entanto, neste estudo o posicionamento do bromo ligado ao indol, não repercutiram 

diretamente na atividade leishmanicida do presente trabalho visto que a molécula LQIT/PR-

09, que também apresentou um dos melhores resultados de IC50 para as duas cepas de 

Leishmania testadas, tem posição do bromo no núcleo indólico de 5-Br. Portanto, a presença 

de porções aromáticas, substituintes no grupo indol e a presença de halogênios nas moléculas 
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em geral mostram uma melhoria na atividade biológica das moléculas frente a 

tripanossomatídeos (MANZANO et al., 2016; YI WEI et al., DA SILVA et al, 2017; 2011; 

TEMRAZ et al., 2018; LINCIANO et al., 2018).  

Substituintes na porção N4 da tiossemicarbazona é outra diferença presente nos 

derivados, são eles o grupamento fenil, metil-fenil, metóxi-fenil, etil-fenil e sem substituição. 

Dentre estes, os compostos LQIT/PR-01, LQIT/PR-02 com substituintes fenil e LQIT/PR-09, 

com substituintes etil-fenil, apresentaram a melhor atividade, podendo-se inferir que a ação 

também esteja relacionada a substituições nessa posição.  

A substituição com o fenil na porção N4 de tiossemicarbazonas foi descrito na 

literatura e demostrou resultados expressivos frente a formas tripomastigotas de T. brucei 

(GLINMA et al, 2014), com relação ao grupamento etil-fenil SAAD et al. (2016) observou 

atividade moderada de compostos que apresentam esse substituinte. 

Apesar do composto sem substituição LQIT/PR-08 ter apresentado o melhor IS da 

série, sendo 26,50 para L.infantum 14,97 para L. amazonensis, estudos mostram que 

tiossemicarbazonas não substituídas na porção N4 possuem resultados não satisfatórios de 

IC50 elevando o IS (DE MELOS et al., 2015), fortalecendo assim a atuação do indol no 

desempenho do LQIT/PR-08. Estes resultados da literatura corroboram com os achados no 

presente estudo, onde os compostos testados também apresentaram atividade leishmanicida, 

podendo está relacionada a presença substituições na porção N4 da molécula. 

Baseado nas analises descritas acima, foram selecionados os compostos para analise 

ultraestrutural para elucidar possíveis mecanismos de ação. Nos compostos testados frente a 

formas promastigotas L.infantum foram selecionados LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09,  frente as 

formas promastigotas L. amazonensis foram selecionados os compostos LQIT/PR-01 e 

LQIT/PR-09. O composto LQIT/PR-04 foi capaz de inibir as duas formas de Leishmania, 

porém não apresentou resultado significativo quando comparado com os melhores resultados, 

entretanto esse composto foi selecionado para analise ultraestrutural em ambas as espécies, 

afim de analisarmos possíveis mecanismos de ação. 
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Figura 26: - Eletromicrografia de Microscopia Eletrônica de Varredura de promastigotas de L. infantum. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Formas promastigotas de L. infantum. (A)-Promastigotas não tratadas. (B)- Promastigotas submetidas 

ao tratamento com 0,05 µM  de Anfotericina B. (C) Promastigotas submetidas ao tratamento com 5,6 µM do 

composto LQIT/PR-02. (D) promastigotas submetidas a 11,2 µM do composto LQIT/PR-02. (E) Promastigotas 
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submetidas 4,36 µM do composto LQIT/PR-09. (F) Promastigotas submetidas 8,72 µM do composto LQIT/PR-

09. (G) Promastigotas submetidas 8,93 µM do composto LQIT/PR-04. (H) Promastigotas submetidas 17,86 µM 

do composto LQIT/PR-04. 

 

Na análise ultraestrutural através da microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

observou-se que as promastigotas de L. infantum não tratadas exibiram uma morfologia 

fusiforme típica do parasito, além de uma superfície corporal topologicamente normal e um 

flagelo longo e livre (Figura 26 A). Já as promastigotas submetidas ao tratamento com 

anfotericina B, a 0,05 µM, apresentaram alterações ultraestruturais, como encolhimento do 

corpo celular, aparecimento de ondulações na membrana e desintegração celular (Figura 26 

B). 

As promastigotas de L. infantum tratados com o composto indólicos-

tiossemicarbazônicos LQIT/PR-02, nas concentrações testadas, 5,6 µM e 11,2 µM, alteraram 

a superfície do parasito. Pode-se observar algumas alterações morfológicas, tais como 

retração do corpo celular, o que modificou seu formato fusiforme para ovóide (Figura 26 D ). 

Além disso, surgiram ondulações e desintegração na membrana do parasito (Figura 26 C), 

também foi observado retração e perda do flagelo (Figura 26 D). Estas alterações também 

foram observadas nas promastigotas submetidas ao tratamento com anfotericina B a 0,05 µM. 

 O composto LQIT/PR-09 também foi capaz de causar alterações em promastigotas 

de L. infantum em ambas as concentrações testadas, 4,36 µM e 8,72 µM as alterações foram 

similares as descritas após tratamento com Anfotericina B e o LQIT/PR-02. Quando 

submetidos a 4,36 µM, observou-se alterações na forma e tamanho da promastigotas, 

exibindo encolhimento pronunciado do corpo celular e retração do flagelar (Figura 26 E), 

presença de vários sulcos na superfície externa do protozoário também foi visualizado (Figura 

26 F), os sulcos também foram observados na concentração de 8,72 µM. (Figura 26 F), além 

de alteração na morfologia celular e divisão celular atípica. 

 O composto LQIT/PR-04 apesar de não ter um resultado significativo como as 

outras moléculas descritas acima, também foi capaz de promover alterações estruturais no 

corpo celular e flagelo. Promastigotas tratados na concentrações 8,93 µM do composto 

apresentaram encurtamento do flagelo (Figura 26 G), em ambas concentrações 8,93 µM  e 

17,86 µM o composto foi capaz de modificar a forma o corpo celular para uma forma ovoide 

(Figura 26 G-H). 

 Analisando a microscopia eletrônica de varredura da L. amazonensis observamos 

promastigotas de não tratadas apresentaram estrutura celular típica, com flagelo longo e livre 



65 
 

 
 

e corpo celular fusiforme (Figura 27 A). Promastigotas tratados com 37,60 µM do fármaco 

padrão apresentaram alterações na estrutura corporal (Figura 27 B), diminuição do flagelo, 

diminuição do corpo celular, assumindo uma forma arredondada. 

 O composto LQIT/ PR-01 promoveu alterações no corpo celular das formas 

promastigotas, apresentando forma ovoide em ambas concentrações 13,61 µM e 27,22 µM 

(Figura 27 C-D). O composto LQIT/PR-09  foi capaz de causar alterações no corpo celular do 

parasito, podemos observa na Figura 27-E, que a concentração de 12,31 µM promoveu 

perfurações na membrana. Promastigotas tratados com 24,62 µM do LQIT/PR-09 

desenvolveram corpo celular no formato ovoide e encurtamento do flagelo (Figura 27 F). 

 O composto LQIT/PR-04 apresentou alterações estruturais semelhantes as dos 

compostos LQIT/PR01 e LQIT/PR-09 e também como a Anfotericina B, mesmo esse 

composto apresentando valor de IC50 acima dos compostos acima citados.  Promastigotas 

tratados apresentaram forma celular ovoide, apresentou também enrugamento da membrana 

celular (Figura 27 G), na concentração de 150,48 µM observou-se o encurtamento do flagelo 

e a formação de sulcos no corpo celular (Figura 27 H). 
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Figura 27 - Eletromicrografia de Microscopia Eletrônica de Varredura de promastigotas de L. amazonensis. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Formas promastigotas de L. amazonensis. (A)-Promastigotas não tratadas. (B)- Promastigotas 

submetidas ao tratamento com 37,60 µM  de Anfotericina B. (C) Promastigotas submetidas ao tratamento com  

13,61 µM do composto LQIT/PR-01. (D) promastigotas submetidas a 27,22 µM do composto LQIT/PR-01. (E) 
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Promastigotas submetidas 12,31 µM do composto LQIT/PR-09. (F) Promastigotas submetidas 24,62 µM do 

composto LQIT/PR-09. (G) Promastigotas submetidas 75,24 µM do composto LQIT/PR-04. (H) Promastigotas 

submetidas 150,48  µM do composto LQIT/PR-04. 

Nas análises de Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) observou-se que, no 

grupo não tratado, as promastigotas de L. infantum apresentaram forma e a morfologia celular 

normais, com a mitocôndria, núcleo, bolsa flagelar e Flagelo bem preservados (Figura 28 A-

C). Nas células tratadas com a Anfotericina B, a 0,05 µM, houve a presença de inchaço 

mitocondrial, intensa vacuolização do citoplasma, presença de partículas eletrodensas e 

aumento da condensação da cromatina (Figura 28 D-F). 

Quando submetidas ao tratamento com o composto LQIT/PR-02 na concentração de 

5,6 µM (Figura 28 C), as promastigotas de L. infantum apresentaram alterações semelhantes 

as causadas pela Anfotericina B a 0,05 µM. Observou-se intensa vacualização do citoplasma, 

presença de partículas eletrodensas, intenso inchaço mitocondrial e desorganização do 

cinetoplasto. Quando submetidas ao tratamento na concentração de 11,2 µM, observou-se 

partículas eletrodensas, desorganização citoplasmática generalizada e a presença de restos 

celulares (Figura 28 D-F). 

O composto LQIT/PR-09 em ambas as concentrações testadas, 4,36 µM e 8,72 µM, 

apresentaram alterações no citoplasma celular. Inchaço mitocondrial severo, com diminuição 

na eletrondensidade da matriz e aparência de estruturas membranares concêntricas dentro da 

organela. No citoplasma pode-se observar intensa vacuolização (Figura 28 E-F). Na menor 

concentração testada foi observado a presença de vacúolos autofágicos (Figura X E) e na 

maior concentração observou-se aumento na condensação da cromatina, observando-se uma 

marginalização. 

No composto LQIT/PR-04 nas duas concentrações testadas, 8,93 µM e 17,86 µM 

foram capaz de promover intensa vacualização no citoplasma do parasito (Figura 28 G-H), 

observamos também a marginalização da cromatina e um discreto inchaço mitocondrial na 

menor concentração testada. 
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Figura 28 – Eletromicrografia de Microscopia Eletrônica de Transmissão de formas promastigotas de L. 

infantum. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: (A)-Promastigotas não tratados, apresentando forma, morfologia e organelas celulares normais. (B)- 

Promastigotas tratados com Anfotericina B, 0,05µM, apresentando alterações celulares. (C) Promastigotas 

submetidas ao tratamento com 5,6 µM do composto LQIT/PR-02. (D) promastigotas submetidas a 11,2 µM do 

composto LQIT/PR-02. (E)- Promastigotas submetidas 4,36 µM do composto LQIT/PR-09. (F) Promastigotas 

submetidas 8,72 µM do composto LQIT/PR-09. (G) Promastigotas submetidas 8,93 µM do composto LQIT/PR-
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04. (H) Promastigotas submetidas 17,86 µM do composto LQIT/PR-04.VC- Vacuolização do citoplasma, IM- 

inchaço mitocondrial, seta preta - partículas eletrodensas. BF - bolsa flagelar, M - mitocôndria, N - núcleo e F- 

flagelo. 

A análise de MET observamos promastigotas de L. amazonensis não tratadas 

apresentaram morfologia normal com mitocôndria e núcleo bem preservados (Figura 29 A). 

Promastigotas tratados com 37,60 µM de Anfotericina B, apresentaram alterações estruturais 

como intensa vacualização, presença de partículas eletrodensas e desestruturação da bolsa 

flagelar (Figura 29 B). Promastigotas tratadas com o composto LQIT/PR-01 nas 

concentrações de 13,61 µM e 27,22 µM promoveram assim como a Anfotericina B intensa 

vacualização. 

O composto LQIT/PR-09 nas concentrações de 12,31 µM e 24,62 µM provocaram 

intensa vacualização no citoplasma (Figura 29 E-F), na menor concentração testada o 

composto também provocou o aparecimento de partículas eletrodensas. Na concentração de 

24,62 µM observamos o inchaço mitocondrial (Figura 29 F). O composto LQIT/PR-04, 

apesar de não apresentar um resultado expressivo de IC50, quando comparado com as 

melhores moléculas, analisando a MET observamos total desestrutação das células em ambas 

concentrações 75,24 µM e 150,48 µM (Figura 29 G-H). 

Os derivados LQIT/PR-02, LQIT/PR-04 e LIQT/PR09 exerceram atividade 

leishmanicida afetando a mitocôndria do parasito, alterações que podem ser observadas 

através da MET. Os tripanossomatídeos são caracterizados por possuir mitocôndria única e 

ramificada ao longo do corpo, nela encontra-se uma região conhecida como cinetoplasto que 

possui 30% do material de DNA do protozoário conhecido como k-DNA (SOUZA, 2008; 

MEYER, MUSACCHIO, MENDONÇA, 1958), portanto o bom funcionamento dessa 

organela é importante para célula produzindo ATP, e a alteração da mesma pode levar a 

célula a morte, assim a  mitocôndria é um importante alvo a ser explorado por drogas 

sintéticas (MESQUITA, et al., 2013; FERREIRA, et al., 2011). 
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Figura 29 – Eletromicrografia de Microscopia Eletrônica de Transmissão de formas promastigotas de L. 

amazonensis 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Formas promastigotas de L. amazonensis. (A)-Promastigotas não tratadas, apresentando morfologia 

normal. (B)- Promastigotas submetidas ao tratamento com 37,60 µM de Anfotericina B. (C) Promastigotas 

submetidas ao tratamento com  13,61 µM do composto LQIT/PR-01. (D) promastigotas submetidas a 27,22 µM 

do composto LQIT/PR-01. (E) Promastigotas submetidas 12,31 µM do composto LQIT/PR-09. (F) 

Promastigotas submetidas 24,62 µM do composto LQIT/PR-09. (G) Promastigotas submetidas 75,24 µM do 
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composto LQIT/PR-04. (H) Promastigotas submetidas 150,48 µM do composto LQIT/PR-04. VC- Vacuolização 

do citoplasma, IM- inchaço mitocondrial, seta preta - partículas eletrodensas. M - mitocôndria, N - núcleo e F- 

flagelo. 

Savoia et al. (2006) relatou que a atividade de um peptídeo sintético causou em L. 

infantum e L. amazonensis intenso inchaço mitocondrial, como demonstrado pelas moléculas 

desse estudo. Ferreira et al. (2011) relataram que derivados de piperina e fenilamida induziu a 

morte de promastigotas de L. amazonensis afetando diretamente a fisiologia mitocondrial. 

Derivados de benzofenona apresentam atividade frente à promastigotas da L. donovani, 

causando alterações na morfologia da mitocôndria e uma diminuição do potencial 

eletroquímico mitocondrial (LUQUE- ORTEGA et al., 2010). Baseados no intenso inchaço 

mitocondrial que os derivados indólicos-tiossemicarbazônicos apresentaram e nos dados da 

literatura, podemos inferir assim que a mitocôndria do parasito pode ser um alvo potencial 

para os compostos sintetizados. 

Os derivados LQIT/PR-01, LQIT/PR-02, LQIT/PR-04 LIQT/PR09 também induziram 

intensa vacualização e a presença de material eletrodenso. Na literatura formas promastigotas 

de L. braziliensis tratadas com derivados triazolopirimidina causaram alterações idênticas aos 

compostos LQIT/PRs (RAMÍREZ-MACÍAS et al., 2012). De Mello et al. (2015) analisaram 

derivados chalconas frente a L. braziliensis e esses compostos provocaram além de intensa 

vacuolização, completa desorganização do citoplasma, como ocorreu nesse estudo na 

concentração de 11,2 µM do composto LQIT/PR-02 e LQIT/PR-04. Derivados de 

fenetilamina testados para L. infantum apresentaram também presença de partículas 

eletrodensas e vacuolização e sugeriu que a presença de tais alterações estão ligadas a morte 

celular (BRASIL et al., 2016). Corroborando estudo de Kaczanowski et al., 2011 com células 

eucarióticas descreve que alterações na morfologia celular como vacuolização do citoplasma é 

uma característica de morte celular. 

As leishmania spp. Apresentam núcleo único envolto por uma membrana com 

cromatina condensada e dispersa pelo nucleoplasma. O composto LQIT/PR-09 foi capaz na 

concentração de 8,72 µM de causar danos no núcleo aumentado a condensação da cromatina 

provocando uma marginalização da mesma. Essas alterações foram semelhantes a encontradas 

em L. amazonensis tratadas com alquilfosfocolina-dinitroanilina (GODINHO et al., 2013), 

estudos de Mesquita et al. (2013) e Marín et al. (2015), também mostraram condensação 

anormal da cromatina, sugerindo assim que os compostos da literatura e o composto 
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LQIT/PR-09 provocou alterações graves na morfologia, alterando seriamente a viabilidade do 

parasito. 

 Formas amastigotas são responsáveis pela forma clínica da leishmaniose, dessa forma 

no presente trabalho foram selecionados os compostos LQIT/PR-02, LQIT/PR-04 e LQIT/PR-

09, para serem testados frente a formas amastigotas intracelulares de L. infantum. Os 

resultados apresentados após 24 horas, mostram que os três compostos foram capazes de 

diminuir a carga parasitária (Tabela 5) dentro dos macrófagos, o composto LQIT/PR-09 

destacou-se por apresentar IC50 14,34 µM, o menor valor entre as moléculas testadas. Os 

compostos foram capazes de diminuir o índice de sobrevivência das L. infantum em quase 

90% das concentrações testadas, com resultado semelhante ao da Anfotetricina B ( Figura 30). 

 

Tabela 5 - Análise do potencial citotóxico, atividade leishmanicida in vitro sobre amastigotas intracelulares de 

L. infantum e índice de seletividade de derivados indol-tiossemicarbazona. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 Legenda: Legenda: IC50 (a) – concentração que inibe 50% do crescimento das formas amastigotas intracelulares 

de L. infantum. CC50 – concentração capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células de macrófagos; 

IS (Índice de seletividade) – CC50 Macrofágos/IC50 Amastigotas intracelulares.  

 

Figura 30 - Índice de sobrevivência de amastigotas de L. infantum em macrófagos após tratamento com 

compostos e fármaco padrão. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: (A)- Índice de sobrevivência Anfotericina B; (B) Índice de sobrevivência LQIT/PR-02; (C) Índice de 

sobrevivência LQIT/PR-04 e (D) Índice de sobrevivência LQIT/PR-09. 

Compostos IC50 (µM) CC50  (µM) IS Substituições 

LQIT/PR-02 14,34 100.65 7,02 fenil Br CH3 

LQIT/PR-04 25,10 120.08 4,78  Br CH3 

LQIT/PR-09 10,50 53.23 5,07 p-etil-fenil Br CH3 

Anfotericina B 0,44 29,26 66,5 ----- ---- ---- 
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Observamos que os valores de IC50 dos compostos testados em formas 

amastigotas intracelulares, foram mais elevados do que as encontradas para promastigotas, esse 

aumento pode ser explicado, pois os compostos necessitam entrar na célula hospedeira, par 

posteriormente chegar no seu alvo (DE MUYLDER et al., 2011). Observamos que os índices 

de sobrevivência do parasito são dependentes da concentração, assim como o do fármaco 

padrão, tais resultados são observados na literatura com derivado de thiossemicarbazona 

testado também frente a formas amastigotas intracelulares de L. infantum, onde quanto maior a 

dose do composto testado, menor o índice de sobrevivência (QUEIROZ et al., 2020). 

Em corroboração com os nossos resultados derivados tiazólicos testados foram 

capazes de reduzir a taxa de sobrevivência L. infantum, ressaltando que a presença de um grupo 

metil na molécula aumenta a atividade leishmanicida (OLIVERA et al., 2020). A presença do 

metil na molécula em geral melhora a lipossolubilidade do fármaco aumentando a atividade 

biológica do composto (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2014; ZELISKO et al., 2012). 

Os compostos indólicos-tiossemicarbazônicos apresentando bons resultados frente a L. 

infantum e L. amazonensis, eles foram testados frente a formas tripomastigotas e amastigotas 

de T. cruzi (Tabela 6), pois esse protozoário pertence a mesma família e possuem estrutura 

semelhante ao gênero Leishmania. Primeiramente os derivados foram testados em trabalho 

anterior frente a células Vero (SILVA, 2017), obtendo variação de valores de CC50 entre 59,9 a 

17,06 µM.  

 

Tabela 6 - Análise do potencial citotóxico, atividade leishmanicida in vitro sobre promastigotas de 

Tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi e índice de seletividade de derivados indol-tiossemicarbazona. 

 

Compostos 

µM  

R1 R2 R3 
CC50 

IC50 

(T) 

IC50 

(A) 

IS 

(T) 

IS 

(A) 

LQIT/PR-01 18,84 5,98 16,40 3,15 1,15 
fenil 

CH3 Br 

LQIT/PR-02 27,52 13,44 8,32 2,05 3,31 Br CH3 

LQIT/PR-03 27,86 19,60 15,39 1,42 1,81 
p-metóxi-fenil 

CH3 Br 

LQIT/PR-04 21,44 3,93 12,45 5,46 1,72 Br CH3 

LQIT/PR-05 59,9 8,63 5,34 6,94 11,22 p-metil-fenil Br CH3 
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Fonte:Próprio autor. 

Legenda: CC50 – concentração capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células de Vero. IC50 (T) – 

concentração que inibe 50% do crescimento das formas tripomastigotas de T. cruzi. IC50 (A) – concentração que 

inibe 50% do crescimento das formas amastigotas de T. cruzi; IS (T) (Índice de seletividade) – CC50 Vero/IC50 

Tripomastigota. IS (A) – CC50 Vero/IC50 Amastigota. BZD- benzonidazol. 

 

Ao analisar a ação dos derivados frente a formas tripomastigotas de T. cruzi, 

observamos que os menores valores de IC50 foram 1,24 µM e 2,14 µM, referentes aos 

compostos LQIT/PR-06 e LQIT/PR-09, respectivamente. Os demais compostos apresentaram 

resultados significativos de IC50 com valores de 3,93 a 19,60 µM. O resultado de IC50 das 

formas amastigotas de T. cruzi mostram que todas as moléculas foram capazes de inibir o 

crescimento, com 4,13 µM o LQIT/PR-07 obteve o menor valor de IC50 e 16,40 µM o 

LQIT/PR-01 obteve o maior valor de IC50.  As melhores moléculas LQIT/PR-06 e LQIT/PR-

09 testadas frente a formas tripomastigotas, apresentaram resultado significativo quando 

testadas em amastigotas com resultados de IC50 de respectivamente 9,64 e 6,72 µM.  

Ressaltamos também que a atuação de  todos os compostos frente as duas formas T. cruzi 

testadas, tiveram melhores resultados do que o teste com o fármaco padrão que apresentou 

para tripomastigota valor de IC50 de 40,96 µM e para amastigota valor de 26,55 µM. 

Trabalhos na literatura mostram que tiossemicarbazonas tem atividade anti T.cruzi 

(SALSI et al., 2018; DA SILVA SANTOS et al., 2017), estudos de BLAU et al. (2013) 

testando derivados de thiossemicarbazonas frente a formas epimastigotas de T. cruzi, 

observaram que esses derivados causam estresse oxidativo nos parasitos ao se ligarem a 

enzima cruzaína. Derivados de tiossemicarbazona em trabalhos na literatura testados frente a 

formas epimastigotas de T. cruzi, substituídos na posição N4 com fenil substituído apresentam 

uma melhora na atividade (CAPUTTO et al., 2011), assim como os compostos que 

apresentaram os melhores IC50 do presente trabalho LQIT/PR-06 e LQIT/PR-09. 

 Moléculas que possuem uma porção indol em sua estrutura química também são 

potentes agentes tripanocidas (KOOVITS et al., 2020). Ressaltamos que no presente trabalho 

LQIT/PR-06 26,04 1,24 9,64 21,06 2,70 CH3 Br 

LQIT/PR-07 31,42 10,36 4,13 3,03 7,61 
Hidrogênio 

Br CH3 

LQIT/PR-08 46,38 6,19 13,27 7,49 3,49 CH3 Br 

LQIT/PR-09 17,33 2,14 6,72 8,10 2,58 
p-etil-fenil 

Br CH3 

LQIT/PR-10 17,06 9,48 9,57 1,80 1,78 CH3 Br 

BZD ---- 40,96 26,55 --- --- --- ---- ---- 
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as posições das substituições na porção indol, não influenciaram diretamente na ação do 

composto, porém sabemos que a presença de halogênios, como o Bromo na nossa molécula, 

atuando como substituintes são importantes para aumento da atividade, estudos de Hernandes 

et al. (2010a), com derivados de tiazolil-hidrazona frente a T. cruzi, revelou que a presença de 

halogênios como substituintes nas moléculas aumenta a interação entre o receptor e o 

fármaco. Outro substituinte presente na porção indol dos derivados estudados é o metil, que 

independentemente da posição 5-CH3/7-CH3  proporciona aumento da atividade tripanocida 

como retratado na literatura  (OLIVERA et al., 2020; DA SILVA et al., 2017). 

Tiossemicarbazonas apresentaram ação frente a formas tripomastigotas de T. cruzi em 

estudos de MORAES-GOMES et al. (2020), onde os compostos apresentaram IC50 com 

valores de 3,60 a 94,41μM, sendo os resultados para a mesma forma nesse presente estudo 

com valores de IC50 melhores, mostrando assim a influência do grupo indol na melhora da 

atividade da molécula. A análise ultraestrutural de formas tripomastigotas de T. cruzi tratadas 

com tiossemicarbazonas, mostram que esse composto é capaz de causar danos na 

mitocôndria, vacualização do citoplasma (CARVALHO, MELO; 2018). A ação de 

thiossemicarbazonas frente a formas amastigotas de T. cruzi, também é relatado na literatura, 

com redução no número de células hospedeiras humanas infectadas (SOARES et al., 2011). 

Os compostos LQIT/PR-06 e LQIT/PR-09 apresentaram os melhores resultados de 

IC50 quando testados frente a formas tripomastigotas, por esse motivo os mesmos foram 

selecionados para testes de analise de citometria de fluxo, afim de avaliar o perfil de morte 

dos parasitos, os compostos e fármacos padrões foram comparados ao controle não tratado e 

para análise de significância foi considerado p <0,05 (Figura 31).  
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Figura 31 – Analise do perfil de morte celular de tripomastigotas de T. cruzi tratados com compostos indólicos-

tiossemicarbazonicos e controles. 

 

Fonte: Próprio autor 

 

O LQIT/PR-06 e LQIT/PR-09 foram capazes de induzir uma marcação compatível a 

morte por necrose, porém não foi tão significativa como o fármaco padrão o benzonidazol 

(Figura 31). Derivado de tiazóis, também foram capazes de causar morte por necrose como os 

derivados testados no presente trabalho e o fármaco padrão (FREITAS et al., 2021). 

Derivados de 1,3-tiazol também apresentaram resultados de morte celular por necrose 

(HAROON et al., 2021), inferimos assim que os compostos testados tem mais efeito na 

membrana do que no citoplasma e núcleo célula (DA SILVA et al., 2017). 

Baseado em todos os dados dos derivados thiossemicarbazonicos analisados e 

descritos e todo estudo realizado na literatura, os compostos do presente trabalho são potentes 

agentes tripanocidas e leishmanicidas, onde todos os derivados foram capazes de causar 

inibição de crescimento de L. infantum, L. amazonenses e T. cruzi. Onde os compostos 

LQIT/PR-01, LQIT/PR-02 E LQIT/PR-09 destacaram-se como os melhores compostos com 

ação leishmanicida e LQIT/PR-06 e LQIT/PR-09 como os melhores tripanocidas, destacamos 

a ação do composto LQIT/PR-09 que obteve ótimo resultado de IC50 para Leishmania 
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tegumentar e visceral e também Tripanossoma, mostrando-se uma molécula promissora para 

atividade antiprotozoária. 

 

5.2  LIGNINA DAS FOLHAS DE MORINDA CITRIFOLIA 

O teor de fenólicos totais presente na lignina das folhas de Morinda citrifolia foi 

determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (HE et al. 2020). O regente 

Folin-Ciocalteau de coloração amarelada forma um complexo azul na presença de fenólicos 

(Cesari et al., 2019). O resultado para o ensaio foi expresso em miligramas de EAG 

(equivalentes de ácido gálico) por grama (g) de lignina (AADIL et al., 2014; CESARI et al., 

2019; HE et al., 2020). O teor de fenólicos para a lignina deste estudo foi de 193.3 ± 2.7 

mgEAG/g. A literatura reporta as ligninas como potenciais agentes antioxidantes, 

apresentando resultados promissores em diferentes ensaios in vitro (AADIL et al., 2014; 

BARAPATRE et al., 2015). Esta versatilidade está relacionada a estrutura macromolecular 

complexa (UGARTONDO et al., 2008; VINARDELL et al., 2008). A Figura 32 apresenta os 

resultados de atividade antioxidante promovidos pela lignina em diferentes ensaios in vitro.  

 

Figura 32 - Atividade antioxidante promovida pela lignina das folhas de Morinda citrifolia em função da 

concentração para diferentes ensaios in vitro. 
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Fonte: Próprio autor. 

A Figura 32 apresenta os resultados de atividade antioxidante em relação a 

concentração. Foi observado que a atividade antioxidante aumentou com o aumento da 

concentração paras os ensaios de ABTS, DPPH e AAT. A lignina deste estudo promoveu 

maiores resultados de atividade antioxidante para o ensaio de ABTS seguidos de DPPH e 

AAT. A Tabela 7 apresenta os resultados de atividade antioxidante na concentração de 0.5 
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mg/mL para todos os ensaios de atividade antioxidante in vitro realizados, assim como os 

resultados obtidos para diferentes ligninas encontradas na literatura comparada a 

antioxidantes comerciais. 

 

Tabela 7- Atividade antioxidante da lignina das folhas de Morinda citrifolia comparada a outras ligninas 

encontradas e a antioxidantes comerciais na concentração de 0.5 mg/mL. 

Amostras ABTS (%) DPPH (%) TAA (%) Referência 

Lignina de Morinda 

citrifolia 

74.35 ± 0.1 40.83 ± 0.1 34.91 ± 0.2 Este trabalho 

Lignina de Opuntia 

cochenillifera 

61.5 ± 0.9 21.1 ± 0.1 8.5 ± 0.0 Cruz-Filho et al. (2019) 

Lignina de Crataeva 

tapia 

58.0 ± 0.1 19.7 ± 0.2 18.9 ± 0.1 Arruda et al. (2021) 

Lignina de 

Caesalpinia 

pulcherrima 

51.1 ± 1.3 16.9 ± 0.2 40.0 ± 1.15 Melo et al. (2020) 

Lignina de Opuntia 

ficus-indica 

26.8 ± 0.1 12.0 ± 0.3 4.0 ± 0.0 Cruz-Filho et al. (2019) 

Ácido ascórbico 

(antioxidante 

comercial) 

92.1 ± 0.8 91.1 ± 0.6 99.9 Este trabalho 

BHT (antioxidante 

comercial) 

97.2 ± 0.10 94.7 ± 0.5 98.7 ± 0.3 Este trabalho 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Radical DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; Radical do ácido ABTS - 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina) - 6-sulfônico; TAA - 

Atividade antioxidante total: ensaio de redução de fosfomolibdênio; BHT – butylated hydroxytoluene. 

 

 

 

Na avaliação da atividade citotóxica células de macrófago J774 e das formas 

promastigota de Leishmania amazonensis, o composto isolado foi avaliado in vitro quanto à 

sua citotoxicidade. Para avaliação do efeito citotóxico da lignina de M. citrifolia sobre 

macrófagos J774, foi realizado o ensaio do MTT em diferentes concentrações (6.25 a 100 

µg/mL) por 72 horas como apresentados na Figura 33.  
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Figura 33 – Gráficos da viabilidade celular e produção de oxido nítrico. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: (A)- Viabilidade celular avaliada pelo método de MTT, com diferentes concentrações da liguinina. (B) 

Produção de oxido nítrico com diferentes concentrações da liguinina. 

 

 

O ensaio realizado em macrófagos J774 revelou que a lignina em estudo apresentou 

CC50 de 31.0 ± 1.10 sendo menos citotóxica que o fármaco padrão para leishmanioses a 

anfotericina B, que teve como CC50 o valor de 34.75 ±1.4. A análise da CC50 revela que esta 

macromolécula promove efeitos citotóxicos significativos apenas em concentrações muito 

elevadas como pode ser observado nas concentrações de 50 e 100 µg/mL, onde a viabilidade 

celular ficou abaixo de 20% com significância de (p=0.0022). 

A Figura 34-A apresenta a curva de crescimento do parasito onde está evidenciada as 

fases de crescimento exponencial e estacionaria. A Figura 34-B apresenta os resultados de 

citotoxicidade das formas promastigota de Leishmania amazonensis no período de 72 horas 

em diferentes concentrações (6.25 a 100µg/mL) para a lignina obtida das folhas de Morinda 

citrifolia.  
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Figura 34 - Avaliação da porcentagem de inibição do crescimento de células promastigotas de L. amazonensis 

tratadas com liguinina. 
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Fonte: Próprio autor. 

Legenda: (A)- Curva de crescimento da forma promastigota de Leishmania amazonenses em meio de Schneider 

por um período de 96 horas. (B)- Inibição das formas promastigota em diferentes concentrações de lignina. 

 

A curva de crescimento apresentada na Figura 35-A mostrou que em 72 horas as 

formas promastigotas se encontraram na fase estacionaria de crescimento. Este perfil também 

foi observado por Soares et al. (2012), Paiva e Careta (2019) e Pereira et al. (2020) avaliando 

o crescimento das formas promastigotas em meio de cultura Schneider. Nesta fase de 

crescimento são encontradas as formas promastigotas metacíclicas as formas mais infectantes 

como mencionado anteriormente. A Figura 35-B apresenta os resultados de inibição da forma 

promastigota, os resultados mostram que a lignina apresenta IC50 de 29,56 ± 0,6 com inibição 

máxima equivalente a 37%, enquanto a anfotericina B apresenta IC50 de 0,14 ± 0,0, já os 

índices de seletividade foram de 1.05 para a lignina e de 248.2 para a anfotericina B. 

A Análise ultraestrutural das formas promastigotas de Leishmania amazonensis 

tratadas com diferentes concentrações de lignina, foi realizada através da microscopias 

eletrônicas de varredura (MEV) e transmissão (MET), são ferramentas importantes que 

auxiliam na elucidação do mecanismo de ação de novos candidatos a fármacos (VANNIER-

SANTOS; CASTRO, 2009 SOUZA; ATTIAS, 2018). Estas permitem verificar alterações 

morfológicas tanto na superfície como nas organelas de diferentes parasitos (SOUZA et al., 

2009; VANNIER-SANTOS; CASTRO, 2009; SOUZA; ATTIAS, 2018). Como estas técnicas 

são de caráter qualitativo mostraremos apenas as alterações provocadas apenas em alguns 

parasitos.  

A analise ultraestrutural da lignina evidenciou a ação da mesma, onde ocasionou 

alterações na morfologia da célula e no citoplasma, nas menores concentrações testadas frente 
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a formas promastigotas. Na microscopia eletrônica de varredura  observamos a promastigota 

sem tratamento possui corpo fusiforme e flagelo grande (Figura 35 A). 

Observamos que promastigotas tratadas com a Anfotericina B (Figura 35 B-C) 

apresentaram mudança no formato da célula (formato redondo), bem como o encurtamento no 

flagelo. As três concentrações do composto natural testado 6,25; 12,5 e 25 µg/mL 

apresentaram alterações semelhantes ao fármaco padrão (Figura 35 D-F), nas três 

concentrações observamos a mudança no corpo celular para um formato ovoide e 

encurtamento do flagelo, além desse ultimo apresentar em alguns parasitos tratados o 

enrolamento. 

Observando a microscopia eletrônica de transmissão (Figura 36) que promastigotas de 

L. amazonensis não tratadas possuem estruturas intracelulares bem preservadas e com 

morfologia normal, nos parasitos tratados com o fármaco padrão observamos inchaço 

mitocondrial, vacuolização, aparecimento de regiões eletrodensas (Figura 36 B-C). Nos 

parasitos tratados com 6,25 µg/mL da lignina encontramos vacuolização do citoplasma, na 

concentração 12,5 µg/mL observamos desorganização do citoplasma e intensa vacuolização e 

lesão da membrana e nos parasitos tratados com 25 µg/mL observamos além de vacuolização 

um inchaço mitocondrial.  
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Figura 35 - Eletromicrografia de Microscopia Eletrônica de Varredura de promastigotas de L. amozonensis 

tratada com diferentes concentrações de lignina. 

 

Fonte: Próprio autor 

Legenda: Formas promastigotas de L. amazonensis. (A)- Sem tratamento. (B-C) Tratadas com Anfotericina. (D) 

– tratada com 6.25 µg/mL da liguinina. (E)- tratadas com 12.5 µg/mL da liguinina. (E)- 25 µg/mL. 

 

 

Figura 36 - Eletromicrografia de Microscopia Eletrônica de Transmissão de formas promastigotas de L. 

amazonensis, tratadas com diferentes concentrações de lignina. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: (A)- Sem tratamento. (B-C) Tratadas com Anfotericina. (D) – tratada com 6.25 µg/mL da liguinina. 

(E)- tratadas com 12.5 µg/mL da liguinina. (E)- 25 µg/mL. Formas promastigotas de L. amazonensis. VC- 

Vacuolização do citoplasma, IM- inchaço mitocondrial, seta preta - partículas eletrodensas. M - mitocôndria, N – 

núcleo. 

 

Resultados semelhantes as alterações ultraestruturais presentes nesse trabalho são 

encontradas na literatura, com diferentes compostos naturais testados. Estudos de Santos et al. 
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(2010), pesquisando sesquiterpeno elatol componente natural da alga vermelha sobre formas 

promastigotas de L. amazonensis, relatou alterações como arredondamento do corpo celular e 

encurtamento do flagelo, bem como a presença de vacúolos autofágicos. Nanoemulsões 

preparadas com óleos essenciais de copaíba e andiroba testadas em promastigotas de L. 

infantum e L. amazonensis apresentraram resultados semelhantes aos encontrados nas 

diferentes concentrações da lignina na MEV (MORAES et al., 2018). Alterações como 

inchaço mitocondrial, presença de vacúolos e desorganização do citoplasma foram efeitos 

apresentados por promastigotas de L. amazonensis tratadas com composto natural ácido 

usólico (YAMAMOTO et al., 2015).  

A lignina isolada das folhas de Morinda citrifolia apresenta-se como um promissor 

agente antiparasitário visto que possui menor citotoxicidade frente a macrófagos do que o 

fármaco padrão. Também foi capaz de inibir o crescimento de formas promastigotas em todas 

as concentrações. Nas menores concentrações testadas observamos que o composto natural foi 

capaz de causar alterações na morfologia celular e nas organelas causando assim a 

inviabilidade celular. Assim, este estudo contribui com informações sobre o uso de ligninas 

como antiparasitário, visto que poucas informações são encontradas na literatura.  
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6 CONCLUSÃO 

O presente estudo revelou que os compostos indólicos-thiossemicarbazônicos foram 

promissores na atividade leishmanicida e tripanocida, onde todos os compostos foram capazes 

de inibir o crescimento de formas promastigotas de Leishmania e formas tripomastigotas e 

amastigotas de Trypanossoma. Assim como a liguinina extraída Morinda citrifolia também 

foi promissora frente a formas promastigotas de L. amazonensis. 

Os compostos indólicos-thiossemicarbazônicos apresentaram a atividade 

leishmanicida, observando que os compostos LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09 foram capazes de 

causar mudanças ultraestruturais nas células de L. infantum, acarretando a inviabilidade 

célula, assim como diminuíram a carga parasitária de L. infantum em macrófagos infectados. 

Derivados indólicos-tiossemicarbazonicos foram eficazes  frente a formas promastigotas de L. 

amazonensis, onde o LQIT/PR-01 e LQIT/PR-09 apresentaram os melhores resultados de IC50 

da série e também causaram modificações ultraestruturais no parasito.  

O LQIT/PR-06 e LQIT/PR-09 apresentaram ótimos resultados frente a formas 

tripomastigotas de T. cruzi, bem como apresentaram resultados significativos frente a formas 

amastigotas, tais compostos atuaram na membrana celular, causaram morte celular por 

necrose, assim como o composto padrão testado. Ressaltamos que o composto LQIT/PR-09 

foi capaz de inibir com resultados expressivos promastigotas de a L. infantum e L. 

amazonensis e tripomastigotas e amastigota de T. cruzi, sugerindo que esse derivado possa ser 

utilizado em ambas manifestações clinicas da leishmaniose e na doença de chagas.  

A liguinina obtida a parti das folhas de Morinda citrifolia apresentou menos citotóxica 

que o fármaco padrão utilizado, além de promover efeitos citotóxicos em concentrações mais 

elevados. A mesma foi capaz de inibir o crescimento de formas promastigotas de L. 

amazonensis nas menores concentrações testadas, assim como causou nessas concentrações 

desorganização ultraestrutural dos parasitos. Mostrando-se como um produto natural 

promissor para futuros estudos como antiprotozoário. 

Portanto baseado nos resultados desse estudo os derivados indólicos-

tiossemicarbazonicos e a liguinina apresentam-se como protótipos para o desenvolvimento de 

novos compostos leishmanicidas e tripanocida, corroborando para uma base sólida para mais 

estudos aprofundados das propriedades anti-Leishmania e anti-Trypanossoma de compostos 

indólicos, tiossemicarbazônicos e liguininas.  
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