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RESUMO 

 

SOUZA, Victor Vaitkevicius Antão de. Imunologia aplicada ao desenvolvimento de 

novas estratégias de controle para leishmaniose visceral. 2021. Dissertação (Mestrado 

em Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Instituto Aggeu Magalhães, Fundação 

Oswaldo Cruz, Recife, 2021. 

 

Novas estratégias terapêuticas vêm sendo estudadas para o desenvolvimento de um 

imunoterápico eficiente contra a leishmaniose visceral (LV). O objetivo deste estudo foi 

avaliar in vitro compostos sintéticos ftalimídicos-triazólicos (FT) e extratos bioativos de 

microrganismos fotossintetizantes (MFs) quanto ao seu potencial leishmanicida e 

imunomodulador para LV. Foram avaliados os compostos FTs (RN1, RN2 e RN3), os 

extratos de MFs (Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris, Dunaliella tertiolecta e 

Tetradesmus obliquus) e as drogas de referência (DRs), MilteforanTM (MTF) e 

Glucantime® (SbV). Foram determinados os índices de seletividade (IS) de todos os 

tratamentos em ensaios de concentração inibitória (IC50), em células de Leishmania 

infantum e concentrações citotóxicas (CC50), em células humanas e caninas. A partir dos 

melhores candidatos, foi feita a avaliação da resposta imune em células de humanos 

saudáveis por meio da produção de citocinas, óxido nítrico (NO) e expressão gênica, 

utilizando as concentrações da CC50; ½ CC50; ¼ CC50 e IC50 para estimular in vitro. 

Diante dos dados obtidos, foi observado que os compostos PTs e os extratos apresentaram 

baixa citotoxicidade para as células; sendo o RN2 (ISHum=13,5) e os extratos de A. 

platensis (ISHum=3,8) e D. tertiolecta (ISHum=4,7; ISCan=11,2) os selecionados para 

prosseguir com os estudos. O SbV (ISHum=2,1) possuiu o menor IS entre todos os 

tratamentos, ao contrário da MTF que possuiu o maior IS (IS>100). Ao analisar os 

resultados de resposta imune, foi observado que a RN2 apresentou um perfil de supressão; 

já os extratos estimularam a produção das citocinas do perfil Th1 e NO mais do que as 

DRs. Em relação a expressão gênica, observou-se que os extratos estimularam um 

equilíbrio entre os perfis imunológicos. Deste modo, os extratos de MFs apresentaram 

resultados promissores, possuindo atividade leishmanicida, baixa toxicidade e indução da 

resposta imune, podendo ser potenciais candidatos terapêuticos para a LV.  

 

Palavras-chave: Terapêutica; Imunomodulação; Cianobactérias; Microalgas; 

Ftalimidas; Triazóis; Leishmania infantum.  



ABSTRACT 

 

SOUZA, Victor Vaitkevicius Antão de. Immunology applied to the development of 

new control strategies for visceral leishmaniasis. 2021. Dissertation (Master in 

Biosciences and Biotechnology Applied to Health) – Aggeu Magalhães Institute, 

Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2021. 

 

New therapeutic strategies have been studied for the development of an efficient 

immunotherapy against visceral leishmaniasis (VL). The aim of this study was to evaluate 

in vitro synthetic phthalimidic-triazole (PTs) compounds and bioactive extracts of 

photosynthetic microorganisms (PMs) for their leishmanicidal and immunomodulatory 

potential for VL. The PTs compounds (RN1, RN2 and RN3), the PMs extracts 

(Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris, Dunaliella tertiolecta and Tetradesmus 

obliquus) and the reference drugs (RDs), MilteforanTM (MTF) and Glucantime® (SbV) 

were evaluated. The selectivity indices (SI) of all treatments were determined in assays 

of inhibitory concentration (IC50) in Leishmania infantum cells and cytotoxic 

concentrations (CC50) in human and canine cells. From the best candidates, the immune 

response was evaluated in healthy human cells through the production of cytokines, nitric 

oxide (NO) and gene expression, using the concentrations of CC50; ½ CC50; ¼ CC50 and 

IC50 to stimulate in vitro. In view of the data obtained, it was observed that the PTs 

compounds and extracts showed low cytotoxicity for the cells; RN2 (SIHum=13.5) and 

extracts of A. platensis (SIHum=3.8) and D. tertiolecta (SIHum=4.7; SICan=11.2) were 

selected to proceed with the studies. SbV (SIHum=2.1) had the lowest IS among all 

treatments, unlike MTF, which had the highest SI (SI>100). When analyzing the immune 

response results, it was observed that RN2 presented a suppression profile and the extracts 

stimulated the production of Th1 and NO cytokines more than the RDs. Regarding gene 

expression, it was observed that the extracts stimulated a balance between the 

immunological profiles. Thus, PMs extracts showed promising results, with 

leishmanicidal activity, low toxicity, and induction of the immune response, which could 

be potential therapeutic candidates for VL. 

 

Keywords: Therapeutics; Immunomodulation; Cyanobacteria; Microalgae; 

Phithalimides; Triazoles; Leishmania infantum.  
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1 INTRODUÇÃO 

Entende-se como doença negligenciada (DN) aquelas causadas por agentes infecciosos 

ou parasitários endêmicas em populações predominantemente de países subdesenvolvidos e que 

não possui atrativos econômicos para o desenvolvimento de fármacos, pesquisas e controle 

epidemiológico (HOTEZ; PECOUL, 2010; YAMEY et al., 2018). Apesar das DN serem 

responsáveis por 11% das enfermidades no mundo, o desenvolvimento de fármacos é muito 

inferior. Entre os anos de 2012 e 2018, um total de 256 produtos terapêuticos foram licenciados, 

todavia, somente oito (3,1%) foram direcionados para DNs (PEDRIQUE et al., 2013; YAMEY 

et al., 2018). Esse dado mostra o quão necessário se faz o estudo de desenvolvimento de novos 

terápicos para tratamento das DNs. 

No ano de 2012, em uma reunião no Royal College of Physicians em Londres, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) anunciou a aprovação da Declaração de Londres sobre 

Doenças Negligenciadas, com o intuito de erradicar, eliminar e intensificar o controle das 

principais DNs até o final de 2020. No entanto, não foi obtido sucesso até o momento. Apesar 

dos avanços em diagnóstico e tratamento nas últimas décadas, ainda há muito a se progredir 

para o controle dessas enfermidades. A necessidade contínua de novos tratamentos que sejam 

eficazes, seguros e, idealmente administrados por via oral, permanece como a base para 

pesquisa estratégica e desenvolvimento a longo prazo da Iniciativa Medicamentos para Doenças 

Negligenciadas (DNDi – Drugs Negleted Disease iniciative). 

Entre as doenças negligenciadas, a leishmaniose visceral (LV) é uma enfermidade 

potencialmente fatal que está distribuída em 76 países, sendo relatados 65.934 casos humanos 

apenas nas Américas no período de 2001-2019, com uma média de 3.470 casos anualmente. No 

Brasil, foram registrados 4.114 casos humanos no ano 2017, destes, 44,5% ocorreram no 

Nordeste, levando cerca de 8,8% ao óbito (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA 

SAÚDE, 2020).  

Dentro do cenário da LV, o cão doméstico é considerado o reservatório de maior 

importância epidemiológica, sendo uma recomendação do Ministério da Saúde (MS) Brasileiro 

a eutanásia dos animais infectados, no entanto, essa estratégia de controle não tem demonstrado 

eficácia na redução de casos humanos (CAMPINO; MAIA, 2018; NUNES et al., 2008; NUNES 

et al., 2018). Desta forma, para o real enfrentamento desta enfermidade, velhos paradigmas 

precisam ser rompidos.  

Entre os obstáculos a serem superados para o controle da LV, está a carência de 

alternativas terapêuticas. A droga de primeira escolha para o tratamento de humanos com LV é 
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o Antimoniato de n-Metilglucamina (Glucantime®) e para cães com LV é a Miltefosina 

(MilteforanTM), as quais possuem uma alta toxicidade para o hospedeiro e vêm apresentado 

falhas no tratamento, além de haver relatos de resistência do parasito (PONTE-SUCRE et al., 

2017).  

Para o sucesso terapêutico da LV, acredita-se que haja uma dependência, ao menos em 

parte, das alterações na resposta imune do hospedeiro frente ao parasito; neste contexto, o uso 

de drogas imunomoduladoras que consigam reverter o perfil imunológico do hospedeiro, 

estimulando um perfil de resistência ao parasito, pode ser importante na complementação do 

tratamento convencional, ajudando na melhora clínica do paciente (PROVERBIO et al., 2014). 

Para se investigar uma resposta imune protetora estimulada por um candidato terapêutico, a 

compreensão dos mecanismos imunológicos nas leishmanioses é essencial, uma vez que esses 

parasitos desenvolveram, ao longo da evolução, vários mecanismos de evasão para sobreviver 

ao sistema imunológico do hospedeiro (SUKUMARA; MADUBALA, 2004).  

A resposta imune celular do hospedeiro é mediada pelos linfócitos T CD4+ que, de 

forma simplificada, podem apresentar dois tipos principais de perfis e bastante explorados na 

LV: o de resistência (Th1) e o de susceptibilidade (Th2). No perfil Th1 ocorre a produção de 

citocinas como Interferon gama (IFN-γ), Fator de Necrose Tumoral (tumor necrosis fator - 

TNF) e Interleucina 2 (IL-2), que estão associados ao controle da infecção pela ativação dos 

macrófagos, produção de óxido nítrico (NO – Nitric Oxide) e consequente destruição dos 

parasitos intracelulares. Por outro lado, o perfil Th2 tem como característica a síntese de 

citocinas como Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 10 (IL-10) e Fator de Crescimento Tumoral 

Beta (tumor growth factor beta - TGF-β), as quais favorecem o surgimento da doença e seus 

sintomas, com inibição de NO sintetizado por macrófagos ativados, propiciando assim a 

sobrevivência dos parasitos (ALEXANDER; BROMACHER, 2012; BHOWMICK, 

RAVINDRAN, ALI, 2014; MORENO et al., 2014; RESENDE et al., 2013).  

Outros subtipos celulares como as células T reguladoras (Treg) e Th17, também podem 

apresentar um papel importante na susceptibilidade e resistência contra as leishmanioses 

(NYLÉN; GAUTAM, 2010; ZHU et al., 2010). No entanto, apesar de o paradigma Th1/Th2 

(resistência/susceptibilidade) ser um modelo simplificado, vários estudos têm demonstrado sua 

fundamentação (COSTA-PEREIRA et al., 2015; SHAHBAZI et al., 2015; SOLANO-

GALLEGO et al., 2016).  

A partir desse conhecimento sobre o perfil imunológico, pode-se realizar estudos que 

busquem investigar novas moléculas com potencial contra a leishmaniose visceral. Dentre os 

possíveis candidatos à terapia, estão os compostos sintéticos contendo na sua estrutura química 
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os grupamentos farmacofóricos ftalimida e 1,2,3-triazol, os quais vêm sendo muito explorados 

nos estudos de atividades leishmanicidas, principalmente contra espécies causadoras da LTA. 

Além das moléculas de origem sintética, bioativos provenientes de organismos marinhos, como 

os dos microrganismos fotossintetizantes, podem ser promissores para os estudos de 

investigação terapêutica, uma vez que possuem uma diversidade de metabólitos que podem 

apresentar atividades biológicas ainda não exploradas (LAURITANO et al., 2016; YAMTHE 

et al., 2017).  

Deste modo, com uma visão mais ampla para o controle das leishmanioses, este estudo 

objetivou avaliar in vitro o potencial terapêutico para LV de compostos sintéticos ftalimida e 

1,2,3-triazol, e extratos bioativos de algumas espécies de microrganismos fotossintetizantes em 

células humanas e caninas.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO CONCEITUAL  

2.1 Aspectos gerais sobre as leishmanioses 

As leishmanioses são um complexo de doenças parasitárias, que possuem os 

protozoários (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) do gênero Leishmania como causadores da 

doença. Esses protozoários podem acometer animais domésticos e silvestres, além dos seres 

humanos. Sua transmissão ocorre de forma vetorial, durante o repasto sanguíneo de insetos 

flebotomíneos (Diptera: Psychodidae), principalmente dos gêneros Lutzomyia e Phlebotomus 

(ELMAHALLAWY et al., 2014). 

Essa doença é classificada como negligenciada, estando presente em todos continentes, 

exceto na Oceania, sendo o Brasil o único país com alta endemicidade para as duas formas 

principais de leishmaniose, visceral (LV) e tegumentar (LT), conforme apresentado na Figura 

1 (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2016). Além de fatores socioeconômicos 

estarem relacionados com o aumento da prevalência das leishmanioses, fatores ambientais 

influenciam diretamente a prevalência dessa doença (ORYAN, AKHABARI, 2016). Estudos 

já demonstraram que a destruição da cobertura vegetal e as mudanças climáticas, tem deixado 

o inseto vetor mais próximo à população e desta forma, aumentando o número de casos da 

parasitose (ORYAN; AKBARI, 2016; READY, 2008; YAZDANPANAH, 

ROSTAMIANPUR, 2013). 

 

Figura 1. Mapa das leishmanioses em países de alta endemicidade: uma atualização epidemiológica com base em 

dados relatados em 2014. 

 
Fonte: Organização Mundial da Saúde (2016, tradução nossa). 
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A LV, também conhecida como calazar, é a mais grave forma clínica das leishmanioses, 

podendo levar os hospedeiros (humanos e caninos) à morte se não tratados, sendo considerada 

a segunda principal causa de mortes por doença parasitária, estando atrás apenas da malária 

(DEN BOER et al., 2011). A LV afeta principalmente as populações de renda econômica baixa, 

sendo endêmica em 12 países da América Latina, tendo como agente etiológico no continente 

americano a espécie Leishmania infantum (syn. L. chagasi) (ALVAR et al., 2012). O Brasil, 

além de estar entre os países mais afetados no mundo, reporta cerca de 95% (57.582) dos casos 

humanos registrados na América Latina (Figura 2) (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA 

DA SAÚDE, 2019). Por sua vez, a LV canina (LVC) acomete cerca de 2,5 milhões de cães em 

mais de 70 países (KASZAK; PLANELLAS; DWORECKA-KASZAK, 2015).  

 

Figura 2. Status de endemicidade da leishmaniose visceral em todo o mundo, 2018. 

 
Fonte: Organização Mundial da Saúde (2018, tradução nossa). 

 

2.2 Ciclo biológico de L. infantum 

O parasito apresenta um ciclo biológico digenético, ou seja, necessitando de dois 

hospedeiros, sendo um invertebrado (o flebotomíneo) e outro vertebrado. No inseto, o 

protozoário está localizado nas glândulas salivares na forma promastigota (infectante), que 

durante o repasto sanguíneo da fêmea é transmitido para o hospedeiro vertebrado. Logo após a 

entrada do patógeno, as células de defesa do sistema inato (neutrófilos, macrófagos e células 

dendríticas) se apresentam para combater o patógeno, fagocitando o parasito. No entanto, o 

tripanossomatídeo possui mecanismos que o favorecem intracelularmente, diferenciando-se na 
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forma amastigota, o qual se multiplica, rompendo a célula hospedeira e infectando outras 

células, continuando a proliferação do parasito no hospedeiro. Ocasionalmente, outro 

flebótomo pode se alimentar do sangue contaminado com o parasito, podendo transmitir para 

outro hospedeiro durante um repasto sanguíneo posterior, reiniciando o ciclo do patógeno 

(Figura 3) (KUMAR; ENGWERDA, 2014; MCGWIRE; SATOTSKAR, 2014). 

No contexto da LV, o cão doméstico (Canis lupus familiaris) é considerado o principal 

reservatório de importância epidemiológica, pois além de estar próximo ao ser humano, quando 

infectado, apresenta uma alta carga de parasitos na pele, favorecendo que o flebotomíneo se 

contamine durante o repasto sanguíneo e continue o ciclo de transmissão, permitindo a infecção 

de outros animais e/ou humanos (NUNES et al., 2016).  

 

Figura 3. Ciclo biológico de L. infantum. 

 
Fonte: o autor 

Legenda: Durante o repasto sanguíneo, o flebotomíneo infecta os hospedeiros vertebrados com o parasito na forma 

promastigota. As células de defesa desses hospedeiros vertebrados, fagocitam o parasito, o qual se diferencia, 

intracelularmente, nas formas amastigotas. Quando um novo flebotomíneo se alimenta do sangue desses 

hospedeiros infectados, contamina-se com os parasitos e dá continuidade ao ciclo de transmissão. 

 

 

 



24 
 

2.3 Métodos de diagnóstico da LV 

Atualmente, o diagnóstico da LV é feito a partir de um conjunto de critérios clínicos, 

epidemiológicos e laboratoriais. Os exames laboratoriais são baseados na detecção do 

protozoário, de anticorpos anti-Leishmania ou do DNA do parasito; testes parasitológicos, 

sorológicos e moleculares, respectivamente (ARONSON et al., 2016).  

As técnicas sorológicas como reação de imunofluorescência indireta (RIFI), teste de 

aglutinação direta (DAT) e o ensaio imunoenzimático (ELISA) são ferramentas fundamentais 

na determinação do diagnóstico (ANVERSA et al., 2017). No entanto, o MS brasileiro 

recomenda, para o diagnóstico de casos humanos, a utilização do teste rápido 

imunocromatográfico com o antígeno recombinante rk39, o qual possui uma boa sensibilidade 

(EJAZI; ALI, 2013). Da mesma forma, para a LVC os testes sorológicos (teste rápido 

imunocromatográfico TR-DPP® LVC, com a confirmação pelo ELISA- Enzyme Linked 

ImunoSorbent Assay) são ferramentas empregadas pelo MS para determinar a positividade dos 

cães (NOTA TÉCNIICA CONJUNTA, Nº 01/2011). Apesar desses testes sorológicos não 

terem um custo tão elevado, serem pouco laboriosos e possuírem alta sensibilidade, apresentam 

algumas limitações, como possibilidade de reatividade cruzada com alguns outros protozoários, 

podem não diferenciar animais vacinados e naturalmente infectados, além de apresentarem uma 

redução na acurácia quando utilizados em indivíduos imunossuprimidos (FRAGA et al., 2016; 

PESSOA-SILVA et al., 2019; ZANETTE et al., 2014).   

Superando os obstáculos dos testes imunológicos, os testes moleculares possuem uma 

alta sensibilidade e especificidade, além de grande possibilidade analítica, especialmente a PCR 

quantitativa em tempo real (qPCR). Porém não são viáveis para as buscas ativas, inquéritos 

epidemiológicos, ou triagem de pacientes, devido ao custo e às necessidades estruturais 

(FERREIRA et al., 2013; GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2012; 

MOHAMMADIHA et al., 2013). Por sua vez, o exame parasitológico por pesquisa direta é 

realizado a partir de lâminas de aspirado da punção medular e dos linfonodos, sendo 

considerado uma técnica padrão-ouro para LV com especificidade de 100%, porém uma 

sensibilidade que varia de acordo com o grau de parasitismo do hospedeiro infectado e da 

habilidade do microscopista (MOREIRA et al., 2007; SOUSA et al., 2017).  

 

2.4 Resposta imunológica e manifestações clínicas da LV 

Ao longo do tempo, o parasito desenvolveu diversos mecanismos para obter sucesso 

durante a invasão do sistema imune do hospedeiro, hospedando-se no interior das células de 

defesa, conseguindo resistir à resposta protetora (HANDMAN, 2005; SUKUMARAN; 
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MADHUBALA, 2004). Um dos mecanismos utilizados por Leishmania sp. é a síntese de 

fatores de virulência que auxiliam na sobrevivência desses parasitos, como por exemplo 

glicoconjugados de superfície: a glicoproteína GP63 e o lipofosfoglicano LPG, que junto com 

a variedade antigênica, desencadeia uma série de diferentes sinalizações e ativações celulares 

da resposta imune inata e adaptativa (BATTACHARYA; ALI, 2013; FREITAS; PINHEIRO, 

2010).  

A primeira barreira que o sistema imunológico do hospedeiro possui é o sistema 

complemento, no entanto, devido à presença do LPG e GP63 na superfície da membrana do 

parasito, ocorre a inibição da formação do complexo lítico de membrana, que tem como função 

a destruição do parasito. Posteriormente, a internalização da forma promastigota é realizada 

através da interação entre as moléculas C3b e C3bi, que ligam a superfície do parasito a 

receptores do macrófago, como o CR3. Através desse receptor, o parasito consegue 

desempenhar um mecanismo de escape, o qual faz com que a produção de IL-12 seja inibida 

(ANVERSA et al., 2017; DOS-SANTOS et al., 2016).  

Ao ser fagocitado, o parasito retarda a formação do fagolisossomo, através do LPG, o 

qual inibe a quelação do cálcio e também a ação da proteína kinase C, deste modo, não sofrendo 

a morte pela acidez e por enzimas hidrolíticas do endossomo. Assim, o parasito diferencia-se 

em amastigota, tornando-se mais resistente às ações enzimáticas do macrófago, além de inibir 

a produção de óxido nítrico (NO) e interferir na expressão de moléculas do complexo principal 

de histocompatibilidade II (MHC-II). Também atua na indução de prostaglandina E2 (PGE2), 

IL-10 e Fator de Crescimento Tumoral beta (tumor growth factor beta - TGF-β), que são 

moléculas imunossupressoras, e inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(CUNNIGHAM, 2002; LIU; UZONNA, 2012). 

A ativação da resposta imune ocorre através de receptores de reconhecimento padrão 

(RRPs), como por exemplo os receptores Toll-Like (TLRs) que detectam proteínas moleculares 

associadas ao patógeno (PAMPs), levando à intensificação da sinalização celular do sistema 

imunológico (FREITAS; PINHEIRO, 2010; KHADEM; UZONNA, 2014). Diversos estudos 

mostram que os TLRs contribuem para o reconhecimento de Leishmania sp., por células do 

sistema imune, principalmente TLR2, TLR3, TLR4 e TRL9 (FARIA et al., 2011; FLADIN et 

al., 2006; MUKHERJEE et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2013).  

A resposta imune adaptativa celular é ativada através das células apresentadoras de 

antígenos, como as células dendríticas (CD) e macrófagos, as quais induzem a ativação e 

diferenciação de células T naive CD4+, para células T auxiliares (T helper). O início da 

diferenciação das subpopulações de células T CD4+ dependem também da indução de fatores 
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transcricionais específicos, como os reguladores principais. São eles: Tbet (Tbx21) para Th1, 

GATA3 para Th2, RORc para Th17 e FOXP3 para Treg (FANG; ZHU, 2017; ZHU, 2010) 

(Figura 4), entre outros.  

 

Figura 4. Diferenciação de células T naive, em fenótipos Th1, Th2, Th17 e Treg. 

 
Fonte: o autor (adaptado de FIGUEIREDO; SCHUMACHER, 2016). 

Nota: O linfócito T CD4+ naive pode se diferenciar em quatro subtipos celulares: T auxiliar (helper) 1, 2 ou 17 e 

T regulador. Essa diferenciação vai ocorrer com o estímulo de genes reguladores devido à sinalização de diferentes 

citocinas. Cada subpopulação de células T pode sintetizar diversas citocinas que sinalizam para as demais células 

um comando metabólico específico. Células Th1 e Th17 são consideradas do perfil pró-inflamatório, pois induzem 

a produção de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS), e por outro lado, as células Th2 e Treg 

são pertencentes ao perfil anti-inflamatório, pois favorecem a inibição da produção de NO e ROS. 

 

A resposta imune pode ser de um perfil de resistência ou de susceptibilidade (Figura 5). 

A resposta protetora ocorre através da síntese de IL-12 por CD, sinalizando para linfócitos T se 

diferenciarem em linfócitos Th1, e junto com células Natural Killer (NK), produzam IFN-γ. A 

síntese de IFN-γ juntamente com o Fator de Necrose Tumoral (TNF- tumor necrosis fator), atua 

ativando a enzima iNOS (inducible nitric oxide synthase) para a produção de NO pelo 

macrófago, promovendo a morte do parasito intracelularmente e o possível controle da infecção 



27 
 

(BOGDAN et al., 2000; CARNEIRO et al., 2016; LIEW et al., 1990). A citocina IL-2, 

juntamente com IL-12, atua na reestimulação dessas citocinas responsáveis pela síntese do NO, 

proporcionando uma inibição da proliferação do parasito, e também proporcionam a 

diferenciação de células T reguladoras (OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2016). 

As vias que induzem a diferenciação de células Th2, resultando no perfil de 

suscetibilidade, não estão muito bem definidas, embora sabe-se que a síntese de IL-4 contribua 

para esse processo (KHANDEM; UZONNA, 2014). As citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e 

TGF-β favorecem a proliferação parasitária, através da inibição da produção de IFN-γ e TNF, 

além de serem responsáveis pela proliferação e diferenciação das células B, possibilitando uma 

maior ativação do perfil Th2 (FREITAS; NUNES-PINHEIRO, 2013; SRIVASTAVA et al., 

2016).  

No entanto, as citocinas IL-10 e TGF- β possuem um papel dicotômico, pois apesar de 

serem citocinas envolvidas na imunossupressão e sobrevivência do parasito, também tem 

papéis em outros processos na resposta imunológica. A IL-10 atua como um regulador do 

feedback do processo anti-inflamatório causado pelo parasito, limitando o dano tecidual 

(GUIZANI-TABBANE et al., 2004; MESQUITA et al., 2018; SARAIVA et al., 2010). Por sua 

vez, o TGF-β atua também na ativação da diferenciação das subpopulações de Th17, juntamente 

com IL-1β, IL-6, IL-21 e IL-22, além de estar presente também na ativação de células Treg 

(GONÇALVES-ALBUQUERQUE et al., 2017; ZHU et al., 2010; RODRIGUES et al., 2016). 
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Figura 5. Perfil imunológico na leishmaniose visceral. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: M: Macrófago; CD: Célula Dendrítica; NO: Óxido Nítrico; ROS: espécies reativas de oxigênio. 

Nota: A imagem apresenta os tipos celulares (neutrófilo, macrófago e célula dendrítica) que fagocitam as formas 

promastigotas do parasito do gênero Leishmania. Ao ser endocitado, o parasito se diferencia na forma amastigota, 

começando a sua multiplicação intracelularmente. Em alguns casos, o neutrófilo possui um papel de “cavalo de 

tróia”, pois pode ser fagocitado pelo macrófago, o qual internaliza também as formas amastigotas que estavam 

dentro do neutrófilo. A CD, como célula apresentadora de antígeno, sinaliza para o Linfócito T CD4+ naive se 

diferenciar em algum subtipo celular. Dependendo da diferenciação do Linfócito T, a resposta imunológica pode 

tender para um perfil de resistência, ocorrendo um aumento de NO e ROS, favorecendo a destruição do parasito, 

ou então, pode ocorrer um perfil de susceptibilidade, que favorece a multiplicação parasitária, devido a inibição 

da produção de NO e ROS. 

 

A resposta imune humoral promovida pelo perfil Th2, induz a diferenciação de células 

B em plasmócitos para a produção exacerbada de imunoglobulinas, favorecendo a formação de 

imunocomplexos, os quais se depositarão nos órgãos do hospedeiro, além da ativação de células 

como o mastócito, o qual sintetiza mediadores inflamatórios, resultando em alterações teciduais 

e na sintomatologia da LV (FREITAS; NUNES-PINHEIRO; 2013). Os sinais clínicos mais 

frequentes em humanos são febre, hepatoesplenomegalia, linfonodomegalia, pancitopenia e 

caquexia (KARIMI et al., 2015). Em cães, além desses sinais, também é possível observar 

alopecia, onicogrifose e ceratoconjuntivite (RIBEIRO et al., 2018; SOLANO-GALLEGO et 

al., 2011). 

Diversos fatores influenciam na resposta imunológica contra o parasito, tais como o 

estado nutricional e as variações genéticas do hospedeiro, além da virulência do parasito e o 

meio de transmissão. Esses fatores vão interferir na carga parasitária presente no hospedeiro, 
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assim como no status clínicos (sintomático ou assintomático) (HOSEIN et al., 2017; 

SRIVASTAVA et al., 2016).    

 

2.5 Métodos de prevenção e controle para LV 

Atualmente, como forma de controle da LV, o MS Brasileiro determina que os 

reservatórios caninos sorologicamente positivos devem ser encaminhados à eutanásia 

(BRASIL, 2014). No entanto, estudos já demonstram que menos da metade dos cães infectados 

tornam-se infecciosos (JANSEN; ROQUE, 2010) e que essa estratégia não leva à redução dos 

casos de LV humana (COSTA, 2011; ROMERO; BOELAERT, 2010; MIRÓ et al., 2017). 

Além disso, proprietários de animais eutanasiados, adquirem novos cães, renovando a 

população canina, desencadeando implicações epidemiológicas, uma vez que cães mais jovens 

possuem maior susceptibilidade a diferentes doenças (ANDRADE, 2006). 

Outra estratégia é a interrupção da transmissão vetorial, impedindo a proliferação do 

vetor ou a picada através de barreiras físicas ou químicas (RIBEIRO et al., 2018). Muitos 

inseticidas são administrados diretamente no ambiente para reduzir a população vetorial e 

alguns são utilizados em coleiras com intuito de repelir o flebotomíneo (MIRÓ et al., 2017). A 

formulação desses inseticidas é baseada em piretróides semi-sintéticos administrados sozinhos 

ou em combinações com outras substâncias (REGUERA et al., 2016). O uso de colares 

impregnados com deltametrina em cães, o qual impede o contato com o flebotomíneo, vem 

sendo bastante adotado como medida de proteção (SEVÁ et al., 2016; WYLIE et al., 2014a). 

O desenvolvimento e o emprego de imunoprofiláticos (vacinas) que possam prevenir o 

desenvolvimento da infecção e quebrar o ciclo de transmissão do parasito, são também de 

grande importância para o controle de uma doença vetorial (FOROUGHI-PARVAR; HATAM, 

2014; JAIN; JAIN, 2015). Vários antígenos vêm sendo estudados para o desenvolvimento de 

vacinas profiláticas e/ou terapêuticas para a LVC, e algumas vacinas já foram desenvolvidas e 

são administradas fora do Brasil, como por exemplo: o antígeno total de L. major, constituído 

por parasitos atenuados associado ao Hidróxido de Alumínio; a Letifend®, baseada na proteína 

recombinante Q de L. infantum e a CaniLeish®, composta por proteínas excretadas e secretadas 

de L. infantum (LiESP) (REGUEIRA et al., 2016; WYLIE et al., 2014b).  

 Até o momento, duas vacinas foram licenciadas no Brasil (Leishmune® e Leishtec®), 

mas apenas a Leishtec®, constituída pela proteína recombinante A2 de L. donovani, está sendo 

comercializada, apresentando uma eficácia estatística vacinal de 71% (JAIN; JAIN, 2015; 

LEISHTEC, 2017). Porém, o MS não recomenda essa vacina em campanhas de saúde pública, 

impedindo assim a profilaxia em larga escala como estratégia de controle, uma vez que a 
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população canina mais afetada pela LV são cães errantes e/ou semi-domiciliados (BRASIL, 

2014; CONCEIÇÃO-SILVA; ALVES, 2014). Além disso, o alto custo (em média R$: 130,00 

a dose) desta vacina dificulta a aquisição pelos proprietários.  

 

2.6 Terapêutica para LV   

O primeiro fármaco utilizado para o tratamento das leishmanioses foi o Tartarato 

Emético (tartarato duplo de antimônio e potássio - C4H4O7Sb) desenvolvido por Gaspar Vianna, 

e que posteriormente, devido a sua toxicidade, foi substituído pelo antimonial pentavalente 

(SbV) (MATRANGOLO, 2013; VIANNA, 1912). Em diversos países, os antimoniais 

pentavalentes são a droga de primeira escolha, sendo estibogluconato sódico (Pentostam®) 

administrado em países de língua inglesa, e o Antimoniato de n-Metilglucamina 

(Glucantime®), utilizado em países de língua latina, como o Brasil (RATH et al., 2003; 

ROBERTS et al., 1998). 

Os SbV são pró-fármacos que sofrem uma biotransformação para a forma trivalente 

(SbIII) tornando-se ativos contra o parasito, inibindo a síntese proteica e do material genético, 

além de alterar o metabolismo energético (BERMAN et al., 1985; OUTLLETTE et al., 2004; 

WYLLIE et al., 2004). No entanto, essa droga possui diversos efeitos colaterais, como mialgia, 

artralgia, distúrbios gastrointestinais, cefaleia, anorexia e reações cutâneas, além de alterações 

renais, cardiorrespiratórias, pancreáticas e hepáticas (OLIVEIRA et al., 2011; SALDANHA et 

al., 2000). Com o passar do tempo, o parasito vem demonstrando mecanismos de resistência 

contra o SbV, já tendo se tornado obsoleto na Índia, porém ainda utilizado no Brasil para o 

tratamento das leishmanioses em humanos (CROFT et al., 2006; HEFNAWY et al., 2017; 

SUNDAR, 2001).  

Uma alternativa terapêutica para substituir o uso dos antimoniais é a formulação 

lipossomal de anfotericina B (AmBisome®), um poderoso antifúngico, o qual atua na 

desestabilização da carga iônica da membrana plasmática de Leishmania, alterando sua 

permeabilidade e levando o parasito à morte (RAMOS et al., 1996). Apesar de apresentar maior 

eficácia no tratamento da LV, o grande problema do uso da AmBisome® é o seu alto custo, 

associado com alguns efeitos colaterais, principalmente nefrotoxicidade, além de não ter 

apresentado ainda uma comprovação da cura parasitológica (NOLI, AUXILIA, 2005; 

REGUERA et al., 2016; SOLOMON et al., 2007). 

Uma droga que é bastante utilizada pelos veterinários, tanto de forma isolada como 

também associada a outras drogas, é o Alopurinol, o qual inibe a síntese proteica de Leishmania, 

diminuindo a carga parasitária, e é pouco tóxico para o hospedeiro (NELSON et al., 1979; 
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TORRES et al., 2011; YANSUR-LANDAU et al., 2017). Também vem sendo bastante 

utilizado como imunomodulador o Domperidona (Leisguard®), uma droga que é utilizada fora 

do Brasil como uma medicação curativa e preventiva para a LVC, promovendo o estímulo e a 

ativação da resposta imune Th1, além de conseguir reduzir os sinais clínicos dos animais 

(GOMÉZ-OCHOA et al., 2012; PASSOS et al., 2014; SABATÉ et al., 2014).  

No Brasil, não é permitido o tratamento de cães com drogas que são utilizadas para 

humanos (Portaria Intermisterial 1.426, de 11 de julho de 2008), existindo apenas um único 

medicamento disponível para o uso em cães com LV, aprovado pelo Ministério de Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) e pelo MS (Nota técnica Nº 11/ 2016/ CPV/ DFIP/ SDA/ 

GM/ MAPA) para comercialização no Brasil: o MilteforanTM (Virbac do Brasil Indústria e 

Comércio Ltda), que tem como princípio ativo a miltefosina. A droga possui um efeito 

leishmanicida, e apesar de o mecanismo de ação ainda não estar totalmente elucidado, acredita-

se que esteja baseado na inibição da proteína quinase B, a qual desempenha papel fundamental 

em diversos processos celulares (REGUERA et al., 2016; VERMA; DEY, 2004).  

A miltefosina é capaz de promover uma melhora clínica no animal através do aumento 

da resposta pró-inflamatória Th1, com estímulo da síntese de IFN-γ e IL-2. Porém, não é capaz 

de promover cura parasitológica (DUJARDIN; DECUYPERE, 2013; REGUERA et al., 2016; 

WOERLY et al., 2009). Alguns estudos já demonstram a falha do tratamento da miltefosina 

contra L. infantum (OSTYN et al., 2014; PROVÉRBIO et al., 2014; SRIVSTAVA et al., 2017). 

Além disso, trata-se de uma droga bastante onerosa (em média R$: 1.400,00 o frasco com 90 

mL), impossibilitando sua utilização em larga escala.  

  

2.8 Novos candidatos terapêuticos 

A leishmaniose é considerada multifacetada, ou seja, as respostas aos tratamentos 

variam de acordo com diversos fatores como a espécie do parasito, a imunidade do hospedeiro 

e a presença de coinfecções, tornando difícil o combate à doença. Apesar dos avanços na área 

da saúde, os tratamentos atuais permanecem tóxicos, longos e onerosos, ficando fora do 

contexto de vida da população afetada (INICIATIVA MEDICAMENTOS PARA DOENÇAS 

NEGLIGENCIADAS, 2019). 

Deste modo, o desenvolvimento de um novo fármaco que seja efetivo ou que faça 

associação com fármacos existentes é altamente importante. É indispensável que o novo 

composto possua alta seletividade para o parasito, ou seja, um índice de seletividade maior que 

10,0 (SHARIFI et al., 2018; WENIGER et al., 2001), e que seu mecanismo de ação seja 

definido. Assim, para direcionar a síntese dos compostos, é necessário que a caracterização 
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esteja bem determinada, como parâmetros estereoquímicos e fisicoquímicos, além da relação 

entre a estrutura do composto e a sua atividade biológica (CONCEIÇÃO-SILVA; ALVES, 

2014). 

 

2.8.1 Compostos sintéticos 

Através dos avanços dos estudos químicos e farmacológicos, têm-se obtido resultados 

promissores de novas drogas para o tratamento de doenças infecciosas. A síntese orientada pela 

diversidade estrutural química vêm sendo uma das melhores estratégias para a triagem de 

compostos candidatos à terapia (SANGI, 2016). 

Nesse contexto, destacam-se os derivados de imidas cíclicas e azóis, como importantes 

compostos obtidos através de síntese orgânica e com ampla variedade de atividades biológicas 

investigadas (ALANAZI et al., 2015). Dentre as imidas cíclicas, estudos com compostos 

contendo o grupamento ftalimídico vêm apresentando atividades anti-inflamatórias, 

imunomoduladoras e leishmanicida (LIMA et al., 2002; SANTOS, 2015).  

Já entre os azóis, grupamentos tiazólicos têm apresentado diversas atividades 

biológicas, dentre elas, um potencial efeito antiparasitário (AYATI et al., 2015; SANTIAGO et 

al., 2014). Além dos tiazóis, derivados triazólicos também vêm apresentando promissores 

resultados, inclusive atividade leishmanicida (GAZOLLA, 2015; RODRIGUES, 2015). 

A combinação de compostos que possuem na sua estrutura química as classes ftalimida 

e tiazol tem proporcionado a inibição de tripanosomatídeos (ALIANÇA et al., 2017; GOMES 

et al., 2016), assim como compostos contendo os grupamentos ftalimídicos e triazólicos 

(HOLANDA, 2018). Assim, esses trabalhos mostram a eficácia dos derivados ftalimídicos 

ligados a grupos nitrogenados sobre espécies de Leishmania sp. 

 

2.8.2 Compostos naturais 

Ao longo da história, produtos naturais foram e são fontes de novos compostos para 

tratar as mais diversas doenças, devido a sua diversidade de metabólitos (DIAS; URBAN; 

ROESSNER., 2012; WATERS et al., 2010). Apesar de intensos estudos de produtos naturais, 

acredita-se que apenas menos de 10% da biodiversidade vegetal foi investigada quanto ao seu 

potencial biológico, além dos metabólitos de bactérias, protozoários e fungos que ainda são 

pouco explorados (CRAGG; NEWMAN, 2013). Diversos estudos com produtos naturais, 

frequentemente plantas e fungos, relatam atividades biológicas antiparasitárias (NEWMAN; 

CRAGG, 2016), incluindo contra leishmaniose (BAXARIAS et al., 2019; TOGHUEO, 2019).  

Além dos seres vivos terrestres, o ecossistema marinho demonstra ser uma grande fonte 

de organismos potencialmente candidatos a compostos terapêuticos (HAEFNER, 2003; 
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KANG; SEO; PARK, 2015). Desse modo, nos últimos anos, estudos com fitobentos e 

fitoplanctons têm se tornado de grande interesse, apresentando atividades antitumorais, anti-

inflamatórias, antifúngicas, antivirais e imunomodulatórias (ANAND et al., 2016; BLUNT et 

al., 2018; MAYER et al., 2013; TORRES et al., 2014), além de atividades leishmanicidas 

(FELÍCIO et al., 2010; RANGEL et al., 2019; SOARES et al., 2016; SOUSA et al., 2017). 

O grupo dos fitoplanctons é caracterizado por serem microrganismos presentes nos 

habitats de água dulcícola e marinha, possuindo importância na produtividade primária desses 

ecossistemas por estarem presentes na base da cadeia trófica (CARDOZO et al., 2007; 

YAMTHE et al., 2017). Dentro do fitoplâncton encontram-se os microrganismos 

fotossintetizantes, como as cianobactérias (Cyanobacteria) e as microalgas, sendo estas 

classificadas principalmente em: clorófitas (Chlorophyta), diatomáceas (Bacillariophyta), 

dinoflagelados (Dinophyta) e euglenofíceas (Euglenophyta) (RAVEN, 2014).  

Esses microrganismos vêm se tornando um amplo objeto de estudo na área da 

biotecnologia e são bastante produzidos para complementar dietas alimentares, tanto para 

humanos, quanto para animais (DERNER et al., 2006; SPOLAORE et al., 2006). Como 

resultado da adaptação e sobrevivência em variados habitats ao longo da evolução, os 

microrganismos fotossintetizantes têm a capacidade de sintetizar inúmeros complexos 

metabólitos, tais como: proteínas, lipídios, carotenoides, polissacarídeos, vitaminas, e entre 

diversos outros. Essas moléculas vêm atraindo pesquisadores a estudarem novas substâncias 

para o emprego em indústrias farmacêuticas e biotecnológicas (CALDWELL, 2009; SINGH et 

al., 2005; SUGANYA et al., 2016). 

Alguns estudos já demonstraram que as cianobactérias e as microalgas apresentam 

diversas atividades biológicas, dentre elas: anti-inflamatórias, antioxidantes, antitumorais, 

antibacterianas, antifúngicas, imunossupressoras e antiparasitárias (AMARO; GUEDES; 

MALCATA, 2011; GAMAL, 2010; LAURITANO et al., 2016). No entanto, poucas espécies 

desses microrganismos fotossintetizantes foram exploradas para os fins terapêuticos, havendo 

pouco conhecimento sobre as atividades biológicas de diferentes espécies (LAURITANO et al., 

2016; YAMTHE et al., 2017), sendo necessário mais estudos que avaliem a capacidade desses 

microrganismos em se tornarem potenciais alvos terapêuticos.   
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3 JUSTIFICATIVA  

Devido ao baixo número de drogas disponíveis para o tratamento da LV, demonstrando 

quão negligenciada é essa doença, faz-se necessário constantes estudos para o desenvolvimento 

de novos compostos com potencial terapêutico, sem ou com poucos efeitos colaterais e que não 

induzam facilmente a resistência, aumentando o arsenal terapêutico contra as leishmanioses 

(CONCEIÇÃO-SILVA; ALVES, 2014; HEFNAWY et al., 2017).  

A estratégia mais eficiente para o desenvolvimento de novos fármacos é realizar um 

planejamento racional que se baseie no mecanismo de ação do composto e sua estrutura, seja 

de origem sintética ou natural. Porém, estudos de novos medicamentos para as leishmanioses 

possuem falta de padronização experimental (CONCEIÇÃO-SILVA; ALVES, 2014).  

No contexto da busca por novos compostos para o tratamento das leishmanioses, foi 

investigado o potencial leishmanicida de um novo híbrido derivado de ftalimida e triazol, o 4-

(fenil)-1-(4 ftalimidobutill)-1,2,3-triazol (PT4), obtido pelo método de click chemistry. 

Resultados iniciais já obtidos pela equipe da Dra. Vera Lúcia (UFPE), Dra. Regina Bressan 

(FIOCRUZ-PE) e Dr. Ronaldo Nascimento (UFRPE) mostram que o composto PT4, apresentou 

inibição das formas promastigotas e amastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis, e em 

ambos os casos, manteve a toxicidade seletiva aos parasitos, sendo favoráveis à realização de 

estudos mais aprofundados e investigação dos mecanismos envolvidos.  

Alvos terapêuticos de origem natural também vêm sendo investigados, dentre eles, os 

microrganismos fotossintetizantes, pois apresentam uma ampla diversidade química e 

metabólica, e dessa forma, podem ser considerados fontes de substâncias bioativas que podem 

ser utilizadas no tratamento de várias doenças. Algumas espécies desses microrganismos já 

foram observadas com atividade leishmanicida (FREILE-PELEGRIN et al., 2008; TEMPONE; 

MARTINS-DE-OLIVEIRA; BERLINK, 2011; YAMTHE et al., 2017), além de um potencial 

imunomodulador, estimulando um aumento da atividade de células NK e macrófagos, além de 

aumentar a síntese de citocinas do perfil Th1 (KWAK et al., 2012). 

As microalgas e cianobactérias possuem várias vantagens em comparação aos demais 

microrganismos na produção de bioativos de interesse industrial devido aos seus requisitos 

nutricionais mínimos, reduzindo o custo de produção. Para cada diferentes condições de cultivo, 

os mesmos microrganismos podem sintetizar diferentes metabólitos bioativos, podendo ser 

amplamente explorados (BODE et al., 2002; MATOS et al., 2018). Estudos com extratos de 

Chlorophytas vêm demonstrando a capacidade anti-inflamatória e antiparasitária, podendo 



35 
 

também serem considerados candidatos ao desenvolvimento de formulações terapêuticas para 

a LV (LAURITANO et al., 2016; MELO et al., 2019; PEREIRA et al., 2015).  

O desenvolvimento de um tratamento, que não atue diretamente no parasito, mas sim 

module a resposta do sistema imunológico do hospedeiro, pode ser também uma alternativa 

para o combate à doença. Portanto, novos protocolos terapêuticos devem ser adotados visando 

melhorar a resposta imune do paciente para um perfil de resistência, com redução da carga 

parasitária e, deste modo, podendo interferir na dinâmica da transmissão da doença 

(GONÇALVES et al., 2019; SINGH; SUNDAR, 2014). 
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4 PERGUNTA CONDUTORA 

Compostos sintéticos ftalimídicos-triazólicos e/ou extratos bioativos de microrganismos 

fotossintetizantes possuem atividade leishmanicida/leishmanioestático e imunomodulatória em 

células obtidas de cães e humanos com leishmaniose visceral? 

 

 

5 HIPÓTESE 

Os compostos sintéticos ftalimídicos-triazólicos e os extratos bioativos de 

microrganismos fotossintetizantes possuem atividade leishmanicida/leishmanioestático e 

imunomodulatória protetora sobre células de cães e humanos com leishmaniose visceral. 
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6 OBJETIVO 

6.1 Geral  

 Avaliar compostos sintéticos ftalimídicos-triazólicos e extratos bioativos de 

microrganismos fotossintetizantes quanto ao seu potencial leishmanicida e imunomodulador 

para leishmaniose visceral. 

 

6.2 Específicos 

a) determinar o índice de seletividade para o parasito em comparação com células de cães e 

humanos dos compostos sintéticos ftalimídico-triazólicos e extratos bioativos de 

microrganismos fotossintetizantes; 

b) analisar o perfil de resposta imune estimulada por compostos sintéticos ftalimídico-

triazólicos e extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes em PBMC humano; 

c) correlacionar a produção do fator leishmanicida (Óxido Nítrico) com a síntese de citocinas 

dos perfis de resposta imune celular; 

d) comparar as respostas obtidas pelos compostos sintéticos ftalimídico-triazólicos e pelos 

extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes analisadas com as drogas de referência. 
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7 MATERIAL E MÉTODOS 

7.1 Obtenção dos compostos sintéticos e extratos naturais 

7.1.1 Descrição e obtenção dos compostos químicos sintéticos 

Novos compostos químicos contendo os grupos farmacofóricos ftalimida e 1,2,3-trizol 

foram cedidos pela equipe da Dra. Vera Lúcia de Menezes Lima (UFPE), do Dr. Ronaldo 

Nascimento de Oliveira (UFRPE) e da Dra. Regina Célia Bressan Queiroz de Figueiredo 

(IAM/FIOCRUZ). Esses compostos foram sintetizados a partir da técnica de Click Chemistry. 

Suas estruturas químicas estão apresentadas na Figura 6. 

 

Figura 6. Estrutura química dos compostos ftalimídicos-triazólicos RN1, RN2 e RN3. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: PM = Peso Molecular. 
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7.1.2 Extração de metabólitos bioativos de microrganismos fotossintetizantes   

  Foram cultivados quatro microrganismos fotossintetizantes (MFs), nos quais três foram 

selecionados a partir da coleção de cultura da Universidade do Texas (Utex, 2010): a 

cianobactéria Arthrospira platensis (Utex, 1926), além das clorófitas Chlorella vulgaris (Utex, 

1803) e Dunaliella tertiolecta (Utex, 1644). O outro MF cultivado foi também do Filo 

Chlorophtya, o qual foi isolado do açude de Apipucos- Recife- PE, Tetrademus obliquus 

(SISGEN A5F5402). 

  Os cultivos das clorófitas foram realizados em frascos de Erlenmeyer com volume de 

cultivo de 400 mL de seus respectivos meios de cultura, com uma concentração celular inicial 

de 50 mg/mL, a uma temperatura de aproximadamente 28 ºC e iluminância de 24 µmol fótons 

m-2 s-1. Para a cianobactéria os cultivos foram realizados em frascos de Erlenmeyer com volume 

de cultivo de 200 mL em mesa agitadora, com uma concentração celular inicial de 50 mg/mL, 

temperatura de aproximadamente 28ºC e iluminância de 24 µmol fótons m-2 s-1.  

Após a finalização do cultivo, a biomassa foi liofilizada, ressuspendida em um tampão 

de Tris HCl 0,1M e então as células foram lisadas pelo método de sonicação (20 pulsos de 60 

segundos, com intervalos de 60 segundos). Logo após a obtenção dos sobrenadantes do extrato, 

foi realizada a determinação da concentração proteica, sendo realizada a dosagem pelo kit BCA 

(BCATM Protein Assay Kit, Thermo-Scientific). Os extratos obtidos foram submetidos à 

filtração em filtro de 0,22µM, os quais foram utilizados para a avaliação da atividade biológica. 

 

7.2 Cultivo de L. infantum 

Formas promastigotas de L. infantum (cepa MHOM/BR/1972/BH46) foram expandidas 

em cultura em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich) de pH 7,2 contendo 10% de soro bovino fetal 

(SBF) e 1% de antibiótico (penicilina 200U/mL). Os repiques foram realizados entre o terceiro 

e quarto dia de cultivo, e incubados em uma estufa de demanda bioquímica de oxigênio 

(B.O.D.) até a fase de crescimento exponencial, para serem utilizados nos ensaios de efeito 

leishmanicida/leishmanioestático. 

Para a obtenção das frações antigênicas, a massa parasitária foi submetida a três 

lavagens com salina tamponada (PBS – pH 7,2) através de centrifugações à 1000 x g, por 10 

minutos, à 4ºC. O sobrenadante foi removido e armazenado a -20ºC. O pellet resultante foi 

ressuspendido utilizando 1mL de PBS, para cada 1x109 parasitos. Em seguida, acrescentou-se 

o inibidor de proteases PMSF (Phenylmethyl-Sulfony Floride) (10mg/mL) para cada 1mL da 

solução. Posteriormente, as células foram submetidas a rápidos congelamentos (-197ºC) no 

Nitrogênio Líquido, seguidos de descongelamento (40ºC) em Banho-Maria. Logo depois, a 
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suspensão celular foi submetida ao processo de ultrassonicação (60 segundos/ 40W), por três 

vezes, sendo centrifugada a 10.000 x g durante 20 minutos a 4ºC.  

O sobrenadante resultante foi a fração antigênica solúvel (L. infantum soluble antigen: 

LSA). As proteínas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), e a fração estocada à 

-80ºC. O LSA foi utilizado nos ensaios de cultura celular. 

 

7.3 Coleta de material biológico  

Após antissepsia com algodão embebido em álcool etílico 70%, com auxílio de agulhas 

25x0,7 mm, foram coletados de dois a quatro mL de sangue total de humanos e cães 

(APÊNDICE A), acondicionados em tubos de coleta a vácuo com anticoagulante EDTA 

(Ethylenediamine tetraacetic acid) (Vacutainer®), para o diagnóstico por qPCR da LV e LT, 

como descrito no item 7.4. Para a avaliação da resposta imune e realização das culturas de 

células, foram coletados 20 mL de sangue divididos em 2 tubos Vacutainer® com 

anticoagulante heparina (2 x 10 mL).  

 

7.4 Diagnóstico para LV 

- Exame molecular: para extração de DNA foi utilizado o QIAamp® DNA Minikit (QIAGEN®), 

seguindo as instruções do fabricante. Para a detecção de L. (L.) infantum, foi realizada uma 

qPCR usando o sistema LINF 1B (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009), além da utilização do 

sistema kDNA1 (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2013) para exclusão de casos de Leishmaniose 

Tegumentar Americana.  

 

7.5 Obtenção de PBMC e cultivo celular 

Ao sangue heparinizado foi adicionado PBS (pH 7,2) na proporção de 1:1. Essa mistura 

foi adicionada ao Ficoll-hypaque na proporção de 1:3 para obtenção do anel de Células 

Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC – Peripheral Blood Mononuclear Cells) após 

centrifugação à 900 x g por 30 minutos sem freio. As células foram lavadas duas vezes por 

centrifugação (400g por 15 minutos) em PBS, sendo posteriormente ressuspendidas em 1mL 

de meio RPMI 1640 suplementado com SBF à 10% e 1% de penicilina/estreptomicina (200 

U/mL). As células foram contadas em câmara de Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan, 

um corante de viabilidade celular medido pela integridade da membrana celular. O valor obtido 

de células foi ajustado para a concentração de 1x106 células/mL através da adição de meio 

RPMI 1640 suplementado com SBF a 10%, para a utilização nos ensaios.  
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7.6 Determinação do Índice de Seletividade  

O índice de seletividade (IS) foi calculado através da razão entre a concentração 

citotóxica 50% (CC50) e a concentração inibitória de 50% (IC50 – inhibitory concentration). A 

determinação da CC50 foi feita a partir de experimentos realizados com células humanas e 

caninas (item 7.6.1), por sua vez a IC50 foi determinada em células promastigotas de L.infantum 

(item 7.6.2). Todas as células foram tratadas com os compostos ftalimídicos-triazólicos, os 

extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes e drogas de referência. 

Como drogas de referências, foram utilizados Glucantime® (Antimoniato de n-

Metilglucamina - Sanofi-Aventis Farmacêutica Ltda.), e MilteforanTM (Miltefosina - Virbac do 

Brasil Indústria e Comércio Ltda.), por meio do princípio ativo sintetizado e adquirido 

comercialmente.  Os parâmetros adotados para determinar se os compostos sintéticos e os 

extratos naturais eram promissores e consequentemente seguirem com as análises: 1) apresentar 

baixa toxicidade para as células dos hospedeiros e alta toxicidade para o parasito; 2) apresentar 

desempenho melhor quando comparado com as drogas de referência, sendo ideal aqueles que 

apresentassem IS superior a 10 (SHARIFI et al., 2018; WENIGER et al., 2001). 

 

7.6.1 Viabilidade celular  

PBMC de humanos e cães saudáveis foram cultivados em placas de 96 poços e tratados 

com os compostos sintéticos e os extratos naturais para a realização dos ensaios de avaliação 

da concentração citotóxica de 50% (CC50). O tratamento das células foi realizado em triplicata 

para cada estímulo, incubando por 24 horas, contendo 1x106 células/mL em 200µL, (BASAK 

et al., 2017). Após o tempo de cultivo, foi realizada uma centrifugação à 2500 x g durante 5 

minutos, sendo descartado o sobrenadante e adicionado o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -

2,5-diphenyltetrazolium bromide) na concentração de 1 mg/mL, solubilizado em meio RPMI 

1640 sem vermelho de fenol, deixando incubado na estufa à 37ºC durante 3 horas. Nas células 

viáveis, o MTT passa por um processo de redução de sais de tetrazólio pela enzima Succinato 

desidrogenase, formando cristais de Formazan, que posteriormente foram solubilizados com 

DMSO (Dimetilsulfóxido) e então a absorbância foi medida em espectrofotômetro à 540nm 

(MOSMANN, 1983). 

Para determinação da CC50 de PBMC humano e canino, os extratos naturais assim como 

as drogas de referência foram diluídos em meio RPMI 1640 e utilizadas as concentrações de 

62,5 a 1000µg/mL para realizar os tratamentos (CORREIA et al., 2016; SHEELA-DEVI; 

JOSEPH; BHUVANESHWARI, 2018). Já para os compostos sintéticos, devido a problemas 
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de saturação ao realizar a diluição em meio RPMI 1640, foram testadas as concentrações de 25 

a 400µg/mL.  

 

7.6.2 Efeito leishmanicida/leishmaoestático   

Células de L. infantum na forma promastigota foram cultivadas para a avaliação da 

concentração inibitória de 50% (IC50 – inhibitory concentration) dos compostos sintéticos e dos 

extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. Para compostos sintéticos foram 

utilizadas as concentrações de 6,25 a 100µg/mL (ALIANÇA, 2016). Para os extratos naturais 

utilizou-se concentrações proteicas de 15,63 a 500µg/mL (COMANDOLLI-WYREPKOWSKI 

et al., 2017). Para o Antimoniato de N-metilglucamina e a Miltefosina, a curva de concentração 

foi de 15,63 a 250µg/mL e 0,1 a 4µg/mL, respectivamente (MORAIS-TEIXEIRA et al., 2008; 

2011). 

  O tratamento das células foi realizado em triplicata para cada estímulo, incubando por 

48 horas numa placa de 96 poços, contendo 1x106 células/mL (KHADEMVATAN et al., 2017). 

Após o tempo de cultivo, as células foram contadas e avaliadas quanto a sua morfologia em 

microscópio óptico. Para a contagem das células de L. infantum foi levada em consideração 

aquelas que apresentam motilidade à microscopia óptica a 400x. 

 

7.7 Análise de resposta imune 

Uma amostragem de conveniência (REIS, 2003) foi adotada, sendo coletado o sangue 

de seis indivíduos humanos saudáveis (VIANA et al., 2018). Portanto, indivíduos humanos sem 

sinais clínicos, que não receberam transfusão sanguínea e que foram negativos nos testes 

moleculares realizados para as leishmanioses, foram enquadrados na pesquisa. 

As culturas de PBMC foram realizadas em placas de 48 poços de poliestireno, contendo 

5x105 células/poço, foram estimuladas com o mitógeno Fitohemaglutinina (PHA) (10 g/mL) 

(controle positivo do cultivo), o antígeno solúvel de L. infantum (LSA) (25 g/mL), 

Antimoniato de n-Metilglucamina; Miltefosina; o composto ftalimídico-triazólico e os extratos 

naturais. As concentrações das drogas de referência, compostos sintéticos e extratos naturais 

utilizadas foram os valores da CC50; ½ da CC50; ¼ da CC50 e da IC50. Poços contendo células 

sem estímulo serviram como o controle negativo.  

As células foram tratadas e incubadas por 48 horas em estufa com 5% de CO2 e 

temperatura de 37ºC. Após o tempo de cultivo, foi realizada uma centrifugação de 1.800 x g 

por 10 minutos, 300µL dos sobrenadantes foram coletados e estocados à -20ºC para a dosagem 

de citocinas e óxido nítrico. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de PBS para remoção da 
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suspensão celular, a qual foi centrifugada à 300 x g por 5 minutos à 4ºC. O pellet resultante foi 

ressuspendido em 750µL de TRIzol®(Invitrogen) e estocado à -80ºC para posterior extração do 

RNA. 

 

7.7.1 Avaliação da produção de citocinas  

A partir dos sobrenadantes de culturas de PBMC humano foi realizada a dosagem da 

secreção de citocinas (IFN-γ, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) utilizando o kit BD™ CBA Human 

Th1/Th2 Cytokine (Becton Dickinson). Inicialmente, uma curva padrão foi preparada com 

diluição até 1:256. As beads de captura foram misturadas e adicionadas nos tubos de ensaio, 

sendo posteriormente colocada cada amostra, e depois o reagente de detecção em todos os 

tubos, sendo incubado durante três horas à temperatura ambiente, protegido de luz. 

Logo após a incubação, foi realizado um processo de lavagem com tampão de lavagem, 

sendo descartado, cuidadosamente, o sobrenadante, e por fim realizada a ressuspensão do pellet 

de beads em 300µL de tampão. A aquisição de 1800 eventos foi realizada no citômetro de fluxo 

FACS Calibur (Becton Dickinson), presente no Núcleo de Plataformas Tecnológicas da 

FIOCRUZ-PE, conforme as instruções do fabricante. Os resultados foram analisados utilizando 

o software FCAP Array 3.0 (Becton Dickinson), e expressos pela subtração obtida entre as 

culturas com tratamento e o controle negatvo (células sem estímulo). 

 

7.7.2 Avaliação da produção de Óxido Nítrico  

  A quantificação dos níveis de NO foi realizada indiretamente pela medição do nitrito 

nos sobrenadantes das culturas, pela reação de Griess, de acordo com Resende et al. (2013). Os 

estímulos (LSA, Antimoniato de n-Metilglucamina; Miltefosina; composto ftalimídico-

triazólico e os extratos naturais) foram comparados ao controle negativo (PBMC sem estímulo). 

 

7.7.3 Avaliação da expressão de RNA mensageiro  

Foi realizada a avaliação da expressão relativa de RNA mensageiro (mRNA) dos fatores 

transcricionais específicos (T-bet; GATA3; RORc e FOXP3), a partir do cultivo de PBMC 

humano saudável.  

 

Extração de RNA por TRIzol®  

Ao descongelar as células estocadas, foi adicionado 200µL de clorofórmio, após 15 

minutos à temperatura ambiente e foram centrifugadas à 10.840 x g à 4ºC por 15 minutos. A 

fase aquosa resultante foi transferida para novo tubo e feita a adição de Álcool Isopropílico 
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(Isopropanol), na mesma quantidade, incubando por 10 minutos à -20ºC, e realizando uma 

centrifugação novamente. Em seguida, foi removido o sobrenadante, adicionando 1mL de 

Etanol à 75%, centrifugando à 3.670 x g à 4ºC por 5 minutos. Posteriormente, foi descartado o 

sobrenadante, deixando o tubo secar totalmente, e ao final foi ressuspendido o RNA em 30µL 

de água contendo Diethylpyrocarbonate (DEPC) na concentração de 0,2%, realizando a 

dosagem da concentração de mRNA em espectrofotômetro e armazenando à -80ºC. 

 

Transcrição reversa para cDNA 

 Após a obtenção do mRNA, foi realizada uma transcrição reversa para DNA 

complementar (cDNA) através do kit comercial TaqMan Reverse Transcription Reagentes 

(Applied Biosystems), o qual contém a enzima Multiscribe reverse transcriptase (50U/µL), 

inibidor de RNAse (20 U/µL), mix de dNTPs (10mM), primers randômicos (50µM), tampão 

de reação (10X RT Buffer) e solução de cloreto de magnésio (MgCl2 – 25mM). As condições 

de ciclagem utilizadas seguiram as instruções do fabricante (25ºC por 10 minutos; 37ºC por 30 

minutos; 95ºC por 5 minutos; 4ºC até retirar). Após a dosagem da concentração das amostras 

em espectrofotômetro, foi realizada a RT-PCR. 

 

Quantificação da expressão gênica por qPCR 

A partir do cDNA foi realizada uma qPCR em tempo real (Sistema TaqMan®) através 

do sistema de detecção de sequências QuantStudio 5 e usando o kit TaqMan® Gene Expression 

PCR Master Mix (Applied Biosystems) para as os genes reguladores principais T-bet/Tbx21 

(ID: Hs00894392_m1), GATA3 (ID: Hs00231122_m1), RORc (ID: Hs01076112_m1) e 

FOXP3 (ID: Hs01085834_m1). Como controle endógeno da reação será utilizado o GAPDH 

(ID: Hs02786624_g1).  

A expressão relativa (Relative quantitation - RQ) do mRNA foi calculada após 

normalização das amostras com o controle endógeno; pelo método do Ct (Cycle threshold) 

comparativo (∆∆Ct). Este método consiste na subtração do ΔCt (variação entre a média do Ct 

do gene de interesse pelo Ct do controle endógeno) do estímulo pelo ΔCt do calibrador, a ser 

definido de acordo com a análise a ser realizada. Todas as amostras foram analisadas em 

duplicata e expressas como a média  desvio-padrão.  

 

7.8 Análise dos dados 

Para determinar o valor da CC50 e IC50 foram realizados os cálculos de sobrevivência 

(concentração de tratamento – controle sem tratamento) e inibição (100 – valor da 
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sobrevivência). A partir do valor de inibição, foi realizada uma análise de Regressão por Probit, 

através do software IBM SPSS Statistic 25, no qual selecionou a concentração que inibiu de 

50% da população celular, tanto células dos hospedeiros humanos e caninos como células de L. 

infantum.   

Foram realizadas também análises comparativas por técnicas de estatística descritiva 

por meio de distribuições absolutas e percentuais. Foi empregado o teste de normalidade 

Kolmogorov-Smirnov, e de acordo com a análise, foi realizado o teste T de Student 

(paramétrico) ou teste de Mann-Whitney (não-paramétrico), para comparações entre duas 

categorias; ou a análise de variância ANOVA One-way com Pós Teste de Tukey (paramétrico) 

ou Kruskal-Wallis com Pós-Teste de Dunns (não-paramétrico), para comparação entre mais de 

duas categorias.  

Análises de correlação também foram realizadas através do teste de Pearson 

(paramétrico) e teste de Spearman (não-paramétrico) (MUKAKA, 2012). Todos os testes foram 

realizados com auxílio do programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc. 2007, San 

Diego, CA, USA), sendo considerados significativos quando p < 0,05.  

  



46 
 

8 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS    

Antes dos procedimentos de coleta do material biológico em cães, os proprietários dos 

animais foram convidados a participar da pesquisa e a assinar um Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE) (APÊNDICE B), autorizando a utilização do material coletado para 

fins científicos. Para a captação dos animais, este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

para Uso Animal (CEUA) do IAM/FIOCRUZ-PE sob o parecer n° 138/2018 (ANEXO A). 

Indivíduos humanos inclusos no estudo foram convidados a participar e assinar um 

TCLE (APÊNDICE C), autorizando a utilização do material coletado para fins científicos. Este 

estudo está inserido no projeto “Imunologia aplicada ao desenvolvimento de novas estratégias 

de controle para as leishmanioses.” que possui aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP-IAM): parecer 4.077.060 (FIOCRUZ/PE), conforme parecer em anexo (ANEXO B).  
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9 RESULTADOS  

9.1 Determinação do Índice de seletividade 

9.1.1 Compostos sintéticos 

 Foram obtidos 50 mg dos compostos ftalimídicos-triazólicos RN1, RN2 e RN3 na forma 

liofilizada, sendo solubilizados em DMSO e diluídos no meio de cultura. Dentre as 

concentrações avaliadas, foi possível observar que para as células de cães, os compostos não 

apresentaram citotoxicidade (Figura 7), não havendo diferenças estatísticas significativas entre 

o controle negativo e a maior concentração dos compostos. Ao tentar aumentar a concentração 

dos compostos, ocorreu a saturação dos mesmos, dessa forma, não sendo possível determinar a 

CC50 e podendo considerar o valor superior a 400µg/mL.  

Já para as células de humanos, embora tenha ocorrido a extrapolação dos valores na 

curva, foi possível determinar a CC50 pelo software, observando-se uma diferença estatística 

significativa (p≤0,05) entre a concentração de 400µg/mL e as demais concentrações com o 

tratamento da RN2 e RN3, e entre a concentração de 400µg/mL e as concentrações de 25 e 50 

µg/mL.  Os valores do IS, bem como os de IC50 e CC50, estão presentes na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Atividade leishmanicida (IC50) em promastigotas e efeito citotóxico (CC50) em células humanas e 

caninas tratadas com os compostos sintéticos ftalimídicos-triazólicos.  

Compostos 

 IC50  CC50  IS 

 L.infantum   PBMC Canino  PBMC Humano  
Cão Humano 

 µg/mL µM  µg/mL µM  µg/mL µM  

RN1  38,6 122,8  > 400 >1.272,7  499,6 1.589,6  ND 12,9 

RN2  41,6 126,7  > 400 >1.218,3  559,4 1.703,8  ND 13,5 

RN3  93,8 327,6  > 400 >1.397,2  560,0 1.956,1  ND 6,0 

Fonte: o autor. 

Legenda: ND: não determinado. IS: índice de seletividade. PBMC: células mononucleares do sangue periférico 
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Figura 7. Taxa de sobrevivência das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) obtidos de cães e seres 

humanos e tratadas com os compostos RN1, RN2 e RN3 em diferentes concentrações. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: PBMC (células mononucleares do sangue periférico). * (Diferença estatística significativa entre 

concentrações). a (Diferença estatística entre PBMC Canino e Humano). Taxa de sobrevivência = concentração 

do tratamento – controle sem tratamento. 



49 
 

Comparando a taxa de sobrevivência entre o PBMC canino e o humano na concentração 

de 400µg/mL, foi visto que para os três compostos demonstraram diferença estatística 

significativa (p<0,05). Considerando que a RN2 apresentou o maior valor de IS, escolheu-se 

esse composto para prosseguir com os ensaios dos grupos de estudo. 

 

9.1.2 Extratos naturais  

 Os ensaios de determinação da CC50 mostraram que os extratos de A. platensis e C. 

vulgaris possuem pouca toxicidade para o PBMC humano, enquanto que D. tertiolecta e T. 

obliquus possuem maior toxicidade celular (Tabela 2). Resultados semelhantes foram 

observados quando a determinação da CC50 foi realizada em PBMC canino (Figura 8).  

 Por sua vez, a D. tertiolecta apresentou uma maior toxicidade para L. infantum, com 

uma menor IC50, quando comparado aos demais extratos. A partir desses resultados e da 

disponibilidade de obtenção, os extratos que foram selecionados para prosseguir com os ensaios 

de resposta imune foram os das espécies A. platensis e D. tertiolecta, os quais obtiveram alto 

valor da CC50 e baixo valor da IC50, respectivamente. Essa escolha não impossibilita que os 

extratos de C. vulgaris e T. obliquus sejam futuramente avaliados. 

  

Tabela 2. Atividade leishmanicida (IC50) em promastigotas e efeito citotóxico (CC50) em células humanas e 

caninas tratadas com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes.  

Extratos 

 IC50 
 CC50  IS 

 L.infantum 

(µg/mL) 

 PBMC Canino 

(µg/mL) 

 PBMC Humano 

(µg/mL) 

 
Cão Humano 

A. platensis  259,20  > 1000   986,11   ND 3,80 

C. vulgaris  192,12   > 1000   999,66   ND 5,20 

D. tertiolecta  53,75  600,36   252,55   11,17 4,70 

T. obliquus  224,42  476,78   659,57   2,13 2,94 
Fonte: o autor. 

Legenda: IS (índice de seletividade). PBMC (células mononucleares do sangue periférico). ND (não 

determinado).  
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Figura 8. Taxa de sobrevivência das células humanas, caninas e de Leishmania infantum (promastigotas), tratadas 

com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: PBMC (células mononucleares do sangue periférico). Taxa de sobrevivência = concentração do 

tratamento – controle sem tratamento. 
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9.1.3 Drogas de referência 

 Ao analisar as drogas de referência, Antimoniato de n-Metilglucamina (Peso Molecular 

= 365,98 g/mol) e Miltefosina (Peso Molecular = 407,568 g/mol), pode-se observar que 

Miltefosina (MTF) é mais tóxica para as células de L. infantum como também para PBMC 

humano e canino, comparando com o Antimoniato de n-Metilglucamina (SbV). Apesar da alta 

toxicidade para as células dos hospedeiros, o IS humano para MTF é mais de 100 vezes maior 

do que o SbV. Os valores de CC50 e IC50, bem como o IS, estão apresentados na Tabela 3.  

 

Tabela 3. Atividade leishmanicida (IC50) em promastigotas e efeito citotóxico (CC50) em células humanas e 

caninas tratadas com as drogas de referência para a leishmaniose visceral. 

 Compostos 

 IC50  CC50  IS 

 L.infantum   PBMC Canino  PBMC Humano  Cão Humano 

 µg/mL µM  µg/mL µM  µg/mL µM    

SbV  195,15 533,2  ND ND  412,46 1.127  ND 2,11 

Miltefosina  1,23 3,02  285,81 701,2  159,49 391,3  232,2 129,6 

Fonte: o autor. 

Legenda: IS (índice de seletividade). PBMC (células mononucleares do sangue periférico). SbV (Antimoniato de 

n-Metilglucamina). ND (não determinado).   

 

9.1.4 Análise comparativa 

 Comparando as drogas de referências com as diferentes estratégias terapêuticas 

(compostos ftalimídicos-triazólicos e extratos bioativos dos microrganismos fotossintetizantes) 

(Figura 9) pode-se observar que a MTF apresentou um valor de CC50 baixo, podendo ser 

considerado tóxico para células humanas e caninas, no entanto, apresentou a maior atividade 

leishmanicida/leishmanioestática. 

 

Figura 9: Comparação da concentração citotóxica (CC50) e inibitória de 50% (IC50) entre os compostos sintéticos, 

os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes e as drogas de referência. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: Ap (Arthrospira platensis); Cv (Chlorella vulgaris); Dt (Dunaliella tertiolecta); To (Tetradesmus 

obliquus); SbV (Antimoniato de n-Metilglucamina); M (Miltefosina). CS (composto sintético); EN (extrato 

natural); DR (droga de referência). PBMC (células mononucleares do sangue periférico). * (Concentração maior 

do que a determinada). 
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Deste modo, analisando o desempenho de todas as estratégias terapêuticas (Tabela 4), 

pode-se perceber que a MTF possuiu o maior valor de IS, sendo mais de 100 vezes seletivo 

para o parasito do que para as células humanas e caninas, sendo uma escolha terapêutica para 

o tratamento da LV e LVC. O SbV possui o menor valor de IS (2,11), confirmando a toxicidade 

da droga em pacientes humanos que fazem uso para o tratamento da LV. 

 
Tabela 4. Índices de Seletividade (IS) dos compostos sintéticos, extratos naturais e drogas de referências para 

leishmaniose visceral. 

IS 

 Composto Sintético  Extratos Naturais  DR 

 RN1 RN2 RN3  Ap Cv Dt To  SbV M 

Humano  12,9 13,5 6,0  3,80 5,20 4,70 2,94  2,11 129,6 

Canino  ND ND ND  ND ND 11,17 2,13  ND 232,2 

Fonte: o autor. 

Legenda: Ap (Arthrospira platensis); Cv (Chlorella vulgaris); Dt (Dunaliella tertiolecta); To (Tetradesmus 

obliquus); SbV (Antimoniato de n-Metilglucamina); M (Miltefosina). DR (droga de referência). IS = CC50 de 

PBMC/IC50 de Leishmania infantum.  

 

 

9.2 Análise da resposta imune 

9.2.1 Produção de citocinas 

 A partir dos sobrenadantes das culturas de PBMCs estimuladas, foi realizada a dosagem 

das citocinas. Ao analisar o composto sintético ftalimídico-triazólico RN2, foi possível observar 

uma supressão da resposta imunológica, uma vez que, todas as citocinas apresentaram produção 

inferior às células sem estímulo. A Tabela 5 mostra os valores médios das concentrações usadas 

para RN2. Na Tabela 6, podemos observar as correlações das citocinas produzidas, sendo 

verificado uma correlação positiva “muito forte” e estatisticamente significativa entre TNF e 

IL-10 nas concentrações de ½ CC50 (p-value=0,04) e da IC50 (p-value=0,04), além de uma 

correlação negativa “muito forte” e estatisticamente significativa entre IFN-γ x IL-4 (p-

value=0,04) e IL-10 x IL-4 (p-value=0,03), na concentração da IC50. 

 

Tabela 5. Médias das concentrações em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com o composto 

ftalimídico-triazólico RN2. 
RN2 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

IFN-γ -3,886 -3,180 -3,548 -2,716 

TNF -10,57 -6,384 -10,46 -6,116 

IL-10 -38,62 -30,01 -38,49 -28,85 

IL-4 -0,116 0,104 -0,156 0,112 

IL-2 -1,552 -1,322 -1,464 -1,098 

IL-6 -6942,73 -6377,0 -6918,46 -6048,75 

Fonte: o autor. 

Legenda: CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%). 
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Tabela 6. Correlação entre as citocinas produzidas após os estímulos com as diferentes concentrações do composto 

ftalimídico-triazólico RN2. 

  A x B A x C A x D A x E B x C B x D B x E C x D C x E D x E 

CC50 

rs -0,20 0,70 -0,10 0,60 0,50 -0,10 -0,50 -0,40 0,00 0,30 

p-value 0,78 0,23 0,95 0,35 0,45 0,95 0,45 0,52  0,68 

1/2 CC50 

r 0,38 0,67 -0,86 0,78 0,89 -0,66 -0,14 -0,92 0,29 -0,64 

p-value 0,53 0,21 0,06 0,12 0,04* 0,23 0,82 0,03 0,64 0,24 

1/4 CC50 

rs -0,10 0,60 -0,90 0,70 0,50 0,30 -0,60 -0,30 0,10 -0,60 

p-value 0,95 0,35 0,08 0,23 0,45 0,68 0,35 0,68 0,95 0,35 

IC50 

rs 0,36 0,67 -0,90 0,43 0,90 -0,66 -0,65 -0,92 -0,37 -0,01 

p-value 0,55 0,22 0,04* 0,47 0,04* 0,22 0,24 0,03* 0,54 0,98 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (IFN-γ); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlação de Pearson); rs 

(Coeficiente de correlação de Spearman); CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória 

de 50%); * (p-value < 0,05); - (não determinado). Valores em negrito demonstram uma correlação muito forte. 

 

 Para os extratos, observamos que tanto a espécie A. platensis como D. tertiolecta 

induzem a produção de citocinas do perfil Th1, em todas as concentrações avaliadas, 

demonstrando um estímulo positivo contra a LV (Figura 10). Um destaque para a citocina do 

perfil Th2 (IL-10), a qual apresenta diminuição gradativamente de acordo com o aumento da 

concentração dos extratos, havendo uma diferença estatística significativa entre as 

concentrações, tanto para o extrato de A. platensis (p-value=0,031) como D. tertiolecta (p-

value=0,007).  

 Comparando os resultados obtidos do extrato de A. platensis com o LSA, observa-se 

que, para todas as concentrações, houve uma resposta protetora Th1, com estímulo à produção 

de IFN-γ superior a observada pelo LSA, havendo diferença estatística significativa para a 

concentração da IC50 (p-value=0,032). Quanto à produção de TNF, o LSA induz maiores níveis 

estatisticamente significativos desta citocina quando comparado a todas as concentrações do 

extrato.  

 Já o extrato de D. tertioleta em comparação com o LSA, observa-se que, para todas as 

concentrações, houve uma resposta protetora Th1, com estímulo de TNF semelhante a 

observada com o LSA. Além disso, na concentração de CC50, o extrato induziu produção de IL-

10 (p-value=0,002) e IFN-γ (p-value=0,008) inferior ao LSA. A Tabela 7 apresenta os valores 

médios da produção das citocinas, em pg/mL, após o estimulo celular com as quatro 

concentrações de cada extrato. 
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Figura 10. Dosagem das citocinas produzidas pelas células estimuladas com extratos bioativos de microrganismos 

fotossintetizantes. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: A (valor da CC50); B (metade do valor da CC50); C (um quarto do valor da CC50); D (valor da IC50); 

LSA (Antígeno Solúvel de Leishmania infantum); Ap (Arthrospira platensis) e Dt (Dunaliella tertiolecta). * (p-

value < 0,05). 
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Tabela 7. Médias das concentrações em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com os extratos 

de Arthrospira platensis e Dunaliella tertiolecta. 

A. platensis 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 p-value 

IFN-γ 13,63 11,90 12,54 14,78 0,92 

TNF 40,71 41,27 61,19 64,18 0,63 

IL-10 48,77 137,2 229,9 255,7 0,031* 

IL-4 0,21 0,33 -0,03 0,18 0,21 

IL-2 -1,03 -0,46 -1,20 -0,72 0,48 

IL-6 72365,50 80169,25 78747,92 82594,58 0,95 

D. tertiolecta 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 p-value 

IFN-γ -3,502 0,674 4,542 5,504 0,20 

TNF 225,0 143,3 160,2 146,0 0,48 

IL-10 -21,48 37,85 175,1 146,3 0,007* 

IL-4 -0,038 0,20 -0,148 0,142 0,51 

IL-2 -0,942 -0,43 -0,704 -1,074 0,43 

IL-6 54561,87 51763,90 75698,25 70804,39 0,57 

Fonte: o autor. 

Legenda: CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%); * (p-value < 0,05).  

  

 Ao analisar a correlação das citocinas para os extratos, foi observado que entre TNF e 

IL-4 nas concentrações da CC50 e ½ da CC50 do extrato de A. platensis (Tabela 8), houve uma 

correlação negativa “muito forte” estatisticamente significativa (p-value=0,02) e positiva (p-

value=0,01), respectivamente. Para o extrato de D. tertiolecta, houve correlações muito forte, 

porém nenhuma significativa (Tabela 9). 

 

Tabela 8. Correlação entre as citocinas produzidas após os estímulos com as diferentes concentrações do extrato 

de Arthrospira platensis. 

  A x B A x C A x D A x E B x C B x D B x E C x D C x E D x E 

CC50 

r 0,65 0,57 -0,50 -0,18 0,40 -0,92 0,10 -0,41 -0,83 0,05 

p-value 0,24 0,32 0,39 0,77 0,50 0,02* 0,87 0,50 0,08 0,93 

1/2 CC50 

r 0,64 0,38 0,46 -0,14 0,47 0,97 0,52 0,50 0,11 0,71 

p-value 0,25 0,53 0,43 0,83 0,42 0,01* 0,37 0,39 0,86 0,18 

1/4 CC50 

r 0,23 0,12 0,46 -0,59 0,38 0,30 0,13 0,86 -0,41 -0,37 

p-value 0,71 0,85 0,44 0,30 0,53 0,63 0,84 0,06 0,49 0,54 

IC50 

rs 0,10 0,20 0,70 -0,40 -0,40 0,00 -0,20 0,70 -0,60 -0,90 

p-value 0,95 0,78 0,23 0,52 0,52  - 0,78 0,23 0,35 0,08 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (IFN-γ); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlação de Pearson); rs 

(Coeficiente de correlação de Spearman); CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória 

de 50%); * (p-value < 0,05); - (não determinado). Valores em negrito demonstram uma correlação muito forte. 
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Tabela 9. Correlação entre as citocinas produzidas após os estímulos com as diferentes concentrações do extrato 

de Dunaliella tertiolecta. 

  A x B A x C A x D A x E B x C B x D B x E C x D C x E D x E 

CC50 

rs 0,70 0,30 0,50 0,60 0,30 0,30 0,90 0,70 0,10 0,40 

p-value 0,23 0,68 0,45 0,35 0,68 0,68 0,08 0,23 0,95 0,52 

1/2 CC50 

rs 0,00 -0,30 -0,30 0,30 0,20 0,20 -0,70 -0,20 -0,70 0,30 

p-value - 0,68 0,68 0,68 0,78 0,78 0,23 0,78 0,23 0,68 

1/4 CC50 

rs -0,60 -0,20 0,30 0,40 -0,60 -0,50 -0,50 0,30 -0,10 0,00 

p-value 0,35 0,78 0,68 0,52 0,35 0,45 0,45 0,68 0,95 - 

IC50 

rs 0,40 -0,90 -0,60 0,30 -0,70 -0,30 -0,10 0,70 -0,10 0,50 

p-value 0,52 0,08 0,35 0,68 0,23 0,68 0,95 0,23 0,95 0,45 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (IFN-γ); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlação de Pearson); rs 

(Coeficiente de correlação de Spearman); CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória 

de 50%); * (p-value < 0,05); - (não determinado). Valores em negrito demonstram uma correlação muito forte. 

  

 Da mesma forma que a RN2, as drogas de referência apresentaram uma supressão 

imunológica, com exceção da citocina TNF, que teve uma produção maior pelas células 

estimuladas com ¼ da CC50 da MTF; e a IL-10, que foi produzida pelas células estimuladas 

com todas as concentrações do SbV, e da concentração de IC50 da MTF. A Tabela 10 apresenta 

os valores médios da produção das citocinas a partir das concentrações de cada droga. Em 

relação a correlação entre as citocinas, para o SbV, houveram correlações muito forte, mas não 

estatisticamente significativas (Tabela 11), por sua vez, para a MTF (Tabela 12) foi possível 

observar correlações negativas muito fortes estatisticamente significativas entre IL-4 e IL-2 na 

concentração da CC50 (p-value=0,03), e entre TNF e IL-10 na concentração da IC50 (p-

value=0,01).   
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Tabela 10. Médias das concentrações em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com as drogas 

de referência. 

Antimonial de n-Metilglucamina 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

IFN-γ -2,853 -3,743 -1,335 2,000 

TNF -2,603 -0,300 -0,418 0,900 

IL-10 8,112 2,213 4,268 11,82 

IL-4 -0,398 -0,403 -0,288 0,298 

IL-2 -1,138 -1,395 -0,720 -0,640 

IL-6 3224,69 642,72 2057,69 3797,36 

Miltefosina 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

IFN-γ -4,660 -4,635 -3,998 1,538 

TNF -8,105 -4,945 0,635 -2,138 

IL-10 -35,08 -35,16 -34,54 0,128 

IL-4 -0,263 -0,39 -0,185 -0,273 

IL-2 -1,670 -1,748 -1,508 -1,138 

IL-6 -6926,96 -6857,52 -6755,01 676,79 

Fonte: o autor. 

Legenda: CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%). 

 

Tabela 11. Correlação entre as citocinas produzidas após os estímulos com as diferentes concentrações da droga 

de referência Antimonial de n-Metilglucamina. 

  A x B A x C A x D A x E B x C B x D B x E C x D C x E D x E 

CC50 

rs 0,00 0,40 - 0,80 -0,20 0,00 -0,40 -0,40 0,00 -0,80 

p-value - 0,75 - 0,33 0,92 - 0,75 0,75 - 0,33 

1/2 CC50 

r -0,50 0,69 -0,54 0,74 0,22 0,88 -0,11 0,23 0,90 0,09 

p-value 0,50 0,31 0,46 0,26 0,78 0,12 0,89 0,77 0,10 0,91 

1/4 CC50 

r -0,81 0,62 -0,64 0,01 -0,89 0,91 0,52 -1,00 -0,41 0,43 

p-value 0,19 0,38 0,36 0,99 0,11 0,09 0,48 0,001 0,59 0,57 

IC50 

rs -0,80 0,80 - 0,20 - 0,80 -0,40 -0,80 0,40 -0,20 

p-value 0,33 0,33 - 0,92 - 0,33 0,75 0,33 0,75 0,92 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (IFN-γ); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlação de Pearson); rs 

(Coeficiente de correlação de Spearman); CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória 

de 50%); * (p-value < 0,05); - (não determinado: software não foi possível calcular). Valores em negrito 

demonstram uma correlação muito forte. 
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Tabela 12. Correlação entre as citocinas produzidas após os estímulos com as diferentes concentrações da droga 

de referência Miltefosina. 

  A x B A x C A x D A x E B x C B x D B x E C x D C x E D x E 

CC50 

r 0,05 0,72 -0,22 0,46 0,71 0,22 -0,18 -0,14 0,32 -0,97 

p-value 0,95 0,28 0,78 0,54 0,29 0,78 0,82 0,86 0,68 0,03* 

1/2 CC50 

rs 0,00 0,80 0,00 1,00 0,60 1,00 0,00 0,60 0,80 0,00 

p-value - 0,33 - 0,08 0,42 0,08 - 0,42 0,33 -  

1/4 CC50 

rs 0,40 0,70 -0,43 0,53 0,93 0,50 -0,08 0,23 0,13 -0,88 

p-value 0,60 0,30 0,57 0,47 0,07 0,50 0,92 0,77 0,87 0,12 

IC50 

r -0,59 0,64 0,15 0,61 -0,99 0,54 -0,78 -0,44 0,74 -0,68 

p-value 0,41 0,36 0,85 0,39 0,01* 0,46 0,22 0,56 0,26 0,32 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (IFN-γ); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlação de Pearson); rs 

(Coeficiente de correlação de Spearman); CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória 

de 50%); * (p-value < 0,05); - (não determinado: software não foi possível calcular). Valores em negrito 

demonstram uma correlação muito forte. 

 

9.2.2 Produção do Óxido Nítrico 

 A dosagem do nitrito para a avaliação da produção indireta de NO foi realizada em 

sobrenadantes das culturas de PBMC. Ao analisar a RN2, observa-se que esse composto obteve 

uma produção menor quando comparado as células sem estímulo (Figura 11). 

 Para os extratos, foi observado que há uma produção de NO um pouco maior quando 

comparado às células sem estímulo e estimuladas com o LSA (o qual demonstra uma redução 

na produção de NO, quando comparado às células sem estímulos). É observado também que a 

dosagem do nitrito está diretamente proporcional à concentração do estímulo (Figura 12). 

Diferenças estatísticas significativas são observadas entre a maior concentração (CC50) de cada 

extrato e o LSA (A. platensis: p-value= 0,017; D. tertiolecta: p-value= 0,005). 

 Por sua vez, as DRs também obtiveram uma medição de nitrito um pouco maior do que 

quando comparado as células sem estímulo e estimuladas com o LSA, porém não havendo a 

proporcionalidade entre dosagem e concentração (Figura 13). Para o SbV, ocorreu diferença 

estatística significativa entre as concentrações de ½ da CC50 (p-value=0,028) e ¼ da CC50 (p-

value=0,023) com o LSA, e já para a MTF, uma diferença estatística significativa entre a CC50 

e LSA (p-value=0,041). 
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Figura 11. Medição do nitrito após os estímulos das células com o composto ftalimídico-triazólico RN2. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: A (valor da CC50); B (metade do valor da CC50); C (um quarto do valor da CC50); D (valor da IC50) e 

LSA (Antígeno Solúvel de Leishmania infantum – 25µg/mL). 

   
 

Figura 12. Medição do nitrito após os estímulos das células com os extratos bioativos de microrganismos 

fotossintetizantes. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: A (valor da CC50); B (metade do valor da CC50); C (um quarto do valor da CC50), D (valor da IC50) e 

LSA (Antígeno Solúvel de Leishmania infantum – 25µg/mL). 

 

 
Figura 13. Medição do nitrito após os estímulos das células com as drogas de referência. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: A (valor da CC50); B (metade do valor da CC50); C (um quarto do valor da CC50), D (valor da IC50) e 

LSA (Antígeno Solúvel de Leishmania infantum – 25µg/mL). 
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9.2.3 Expressão gênica 

 Em virtude dos resultados da produção de citocinas e do óxido nítrico, foi realizada a 

avaliação da expressão gênica apenas para os extratos naturais e drogas de referência, excluindo 

o composto RN2. A partir das PBMCs humanas estimuladas e/ou tratadas in vitro, foi realizado 

a extração do RNA e feita a transcrição reversa para cDNA para a quantificação dos  genes 

Tbx21, GATA3, RORc e FOXP3, os quais estão relacionados com a indução da diferenciação 

das células T para os perfis Th1, Th2, Th17 e Treg, respectivamente. 

 Ao analisarmos os resultados da expressão gênica estimulada com os extratos naturais 

(Figura 14), observa-se que em todas as concentrações do extrato de A. platensis existe um 

equilíbrio entre o perfil Th1/Th2, com a média da expressão do gene Tbx21 maior do que a do 

GATA3 na maior concentração de estímulo, resultados semelhantes ao LSA. Por sua vez, o 

gene FOXP3, somente na maior concentração, apresentou uma expressão negativa, e tendo o 

gene RORc variando bastante de concentração para concentração, apresentando uma maior 

expressão na concentração de ¼ da CC50 (Tabela 13).  

 Já para o extrato de D. tertiolecta, pode-se observar que nas menores concentrações 

ocorreu um equilíbrio entre todos os genes indutores, com a média de expressão do gene 

GATA3 inferior aos demais. Como melhor resultado apresentado, a concentração de ½ da CC50 

estimulou uma expressão positiva equilibrada entre os perfis Th1xTh17xTreg, com expressão 

negativa de GATA3, o qual induz o perfil Th2, e diferença estatística significativa quando 

comparado ao LSA (p-value=0,009). Na maior concentração (Figura 14.A), houve apenas a 

expressão positiva do gene RORc.  
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Figura 14. Quantificação relativa (RQ Log10) da expressão gênica dos fatores transcricionais específicos após o 

estímulo das células com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: A (valor da CC50); B (metade do valor da CC50); C (um quarto do valor da CC50); D (valor da IC50); 

LSA (Antígeno Solúvel de Leishmania infantum – 25µg/mL); Ap (Arthrospira platensis) e Dt (Dunaliella 

tertiolecta). Calibrador usado foi o PHA. * (Diferença estatística = p-value < 0,05). 
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Tabela 13. Quantificação relativa da expressão gênica dos fatores transcricionais específicos após o estímulo das 

células com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. 

Arthrospira platensis 

Genes CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

Tbx21 0,49 0,36 0,57 0,67 

GATA3 0,30 0,47 0,64 0,62 

RORc 0,05 -0,14 0,38 0,05 

FOXP3 -0,04 0,29 0,21 0,51 

Dunaliella tertiolecta 

Genes CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

Tbx21 -0,02 0,69 0,73 0,71 

GATA3 -0,41 -0,20 0,49 0,24 

RORc 0,19 0,65 0,69 0,64 

FOXP3 -0,05 0,29 0,79 0,88 

Fonte: o autor. 

Legenda: CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%). 

 

 

 Analisando a correlação entre os genes, para a A. platensis foi observado uma correlação 

positiva muito forte significativa entre Tbx21 e RORc na concentração de ½ da CC50 (p-

value=0,047) (Tabela 14). Em relação a análise de correlação do extrato de D. tertiolecta, na 

maior concentração, não foi possível ser realizado o cálculo pelo software e nas demais 

concentrações não foram observadas correlações estatisticamente significativas (Tabela 15). 

 

Tabela 14. Correlação entre os genes expressos após os estímulos com as diferentes concentrações do extrato de 

Arthrospira platensis. 

 A x B A x C A x D B x C B x D C x D 

CC50 
r -0,18 0,50 -0,43 0,76 -0,97 -0,90 

p-value 0,89 0,67 0,57 0,45 0,16 0,29 

1/2 CC50 
r -0,22 0,95 0,87 -0,28 0,24 0,84 

p-value 0,78 0,047* 0,054 0,72 0,76 0,16 

1/4 CC50 
r -0,48 -0,85 0,72 0,97 0,28 -0,21 

p-value 0,52 0,35 0,17 0,17 0,72 0,87 

IC50 
r -0,41 -0,23 0,59 0,88 0,14 0,55 

p-value 0,59 0,77 0,29 0,12 0,86 0,45 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); r (Coeficiente de correlação de Pearson); CC50 

(Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%); * (p-value < 0,05). Valores em negrito 

indicam uma correlação muito forte. 
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Tabela 15. Correlação entre os genes expressos após os estímulos com as diferentes concentrações do extrato de 

Dunaliella tertiolecta. 

 A x B A x C A x D B x C B x D C x D 

1/2 CC50 

r 0,35 - 0,94 - 0,02 0,45 

p-value 0,77 - 0,21 - 0,99  

1/4 CC50 

r -0,87 - -0,96 - 0,97 - 

p-value 0,32 - 0,17 - 0,16 - 

IC50 

r -0,68 0,95 -0,76 -0,81 0,91 -0,91 

p-value 0,32 0,20 0,24 0,40 0,09 0,27 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); r (Coeficiente de correlação de Pearson); CC50 

(Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%); * (p-value < 0,05). Valores em negrito 

indicam uma correlação muito forte. - (não determinado: software não foi possível calcular). 

 

 

 Para o SbV, foi observada a expressão do gene FOXP3, o qual apresentou uma média de 

quantificação relativa superior aos demais genes, em todas as concentrações (Figura 15). Por 

outro lado, o gene RORc apresentou as menores médias, quando comparado aos demais genes, 

também para todas as concentrações. Os genes GATA3 e RORc, em todas as concentrações, 

obtiveram expressão inferior ao LSA, havendo diferenças estatísticas significativas para todas 

as concentrações, exceto a de ¼ da CC50. Níveis elevados de expressão do gene FOXP3 na 

concentração de ½ da CC50 foram observados quando comparado com o LSA (p-value=0,033). 

 Por sua vez, para a MTF, observou-se expressão gênica apenas para as concentrações 

de ¼ da CC50 e a IC50. Os fatores transcricionais foram expressos de forma semelhante ao LSA, 

com uma diferença significativa apenas para o gene FOXP3 na concentração de ¼ da CC50 (p-

value=0,006). As médias das quantificações relativas dos genes encontram-se na Tabela 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

Figura 15. Quantificação relativa (RQ Log10) da expressão gênica dos fatores transcricionais específicos após o 

estímulo das células com as drogas de referência. 

 
Fonte: o autor. 

Legenda: A (valor da CC50); B (metade do valor da CC50); C, E (um quarto do valor da CC50); D, F (valor da 

IC50); LSA (Antígeno Solúvel de Leishmania infantum – 25µg/mL); SbV (Antimonial pentavalente) e MTF 

(Miltefosina). Calibrado usado foi o PHA. * (Diferença estatística = p-value < 0,05). 
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Tabela 16. Quantificação relativa da expressão gênica dos fatores transcricionais específicos após o estímulo das 

células com as drogas de referência. 

Antimonial de n-Metilglucamina 

Genes CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

Tbx21 0,48 0,61 0,49 0,49 

GATA3 0,64 0,52 0,71 0,53 

RORc 0,06 0,0001 0,23 0,03 

FOXP3 1,05 0,83 1,05 1,01 

Miltefosina 
Genes CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

Tbx21 - - 0,51 0,33 

GATA3 - - 0,94 0,70 

RORc - - 0,71 0,28 

FOXP3 - - 0,57 0,97 

Fonte: o autor. 

Legenda: CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%); - (não determinado). 

 

 Analisando a correlação dos genes, para o SbV diversas correlações positivas muito 

fortes foram observadas, sendo somente estatisticamente significativa a correlação entre os 

genes GATA3 e RORc (Tabela 17). Por sua vez, para a MTF foi observada apenas uma 

correlação positiva muito forte, mas não significativa (Tabela 18). 

 

Tabela 17. Correlação entre os genes expressos após os estímulos com as diferentes concentrações da droga de 

referência Antimonial de n-Metilglucamina. 

  A x B A x C A x D B x C B x D C x D 

CC50 

r 0,93 -0,81 0,90 -1,00 0,71 -0,66 

p-value 0,07 0,40 0,10 0,02 0,29 0,54 

1/2 CC50 

r -0,69 -0,32 -0,94 0,90 0,40 -0,03 

p-value 0,52 0,80 0,22 0,28 0,74 0,98 

1/4 CC50 

r 0,62 0,72 -0,80 0,97 -0,05 -0,22 

p-value 0,38 0,28 0,20 0,03* 0,95 0,78 

IC50 

r 0,91 0,20 -0,85 0,56 -0,79 -0,02 

p-value 0,09 0,80 0,15 0,44 0,21 0,98 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); r (Coeficiente de correlação de Pearson); CC50 

(Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%); * (p-value < 0,05). Valores em negrito 

indicam uma correlação muito forte.  
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Tabela 18. Correlação entre os genes expressos após os estímulos com as diferentes concentrações da droga de 

referência Miltefosina. 

  A x B A x C A x D B x C B x D C x D 

1/4 CC50 

r 0,76 -0,06 -0,22 0,27 -0,32 0,72 

p-value 0,24 0,94 0,78 0,73 0,68 0,28 

IC50 

r 0,93 0,18 -0,12 0,32 -0,25 0,63 

p-value 0,07 0,82 0,88 0,68 0,75 0,37 

Fonte: o autor. 

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); r (Coeficiente de correlação de Pearson); CC50 

(Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%); * (p-value < 0,05). Valores em negrito 

indicam uma correlação muito forte.  

 

9.2.4 Avaliação comparativa geral 

 A partir de todas as análises, foi realizado uma comparação com todos os resultados 

relevantes encontrados (Quadro 1). Diante das análises, foi possível observar que o composto 

ftalimídico-triazólico RN2 obteve uma resposta de supressão imunológica, reduzindo a síntese 

de citocinas, tanto do perfil Th1 como Th2, e da mesma forma, a produção de NO foi suprimida. 

Deste modo, o RN2 não foi considerado um candidato terapêutico promissor pois não foi capaz 

de induzir uma resposta imune protetora para a LV. 

 Por outro lado, os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes 

demonstraram um potencial terapêutico para a LV, ambos extratos sugerindo uma indução de 

resposta imune de perfil protetor. O extrato de A. platensis demonstrou uma produção de IFN-

γ superior ao do LSA, além de síntese de NO também superior. Também, a expressão gênica 

dos fatores transcricionais indicou um equilíbrio entre os perfis Th1 e Th2, com a média da 

expressão do gene Tbx21 maior do que a do GATA3 na maior concentração (CC50) de estímulo. 

Por sua vez, o extrato de D. tertiolecta apresentou uma reduzida produção de IL-10, quando 

comparado ao LSA e uma elevada produção de TNF quando comparado com o sem estímulo. 

Além disso, apresentou uma síntese de NO superior ao LSA, e uma expressão gênica de 

GATA3 e FOXP3 inferior. 

 Os resultados obtidos pelos extratos, se mostraram melhores até do que os das drogas 

de referência, as quais indicaram um perfil de susceptibilidade. O SbV uma IL-10 elevada, e 

supressão das citocinas de perfil Th1, atrelada a uma alta expressão de GATA3 e FOXP3. Já 

para a MTF, ocorreu uma supressão imunológica, tanto de citocinas do perfil Th1 como Th2. 
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Quadro 1. Avaliação geral das análises de resposta imune realizadas após a estimulação de células mononucleares do sangue periférico com diferentes candidatos terapêuticos 

e drogas de referência. 

TRAT 

Produção de Citocinas Óxido Nítrico Expressão Gênica 
Interpretação 

Final 
Comparação TRAT x LSA 

Correlação Muito Forte 

(Valor de p < 0,05) 
Valor de p <0,05 

Comparação TRAT x 

LSA 

Correlação Muito Forte 

(Valor de p < 0,05) 

RN2 

IFN-γ: RN2 < LSA 

TNF: RN2 < LSA 

IL-10: RN2 < LSA 

½ CC50: TNF x IL-10 (POS) 

IC50: IFN-γ x IL-4 (NEG) 

IC50: TNF x IL-10 (POS) 

IC50: IL-10 x IL-4 (NEG) 

• • • 
Supressão 

imunológica 

Ap 
IFN-γ: Ap > LSA (+) 

TNF: Ap < LSA 

IL-10: Ap < LSA / Ap > LSA 

CC50: TNF x IL-4 (NEG) 

½ CC50: TNF x IL-4 (POS) 
CC50: Ap > LSA CC50: FOXP3  

½ CC50:  

Tbx21 x RORc (POS) 
Perfil Protetor 

Dt 

IFN-γ: Dt < LSA 

TNF: Dt > LSA (+) 

IL-10: Dt < LSA (+) 

• CC50: Dt > LSA 
CC50: FOXP3  

½ CC50: GATA3 
• Perfil Protetor 

SbV 

IFN-γ: SbV < LSA 

TNF: SbV < LSA 

IL-10: SbV < LSA 

• 
½ CC50: SbV > LSA 

¼ CC50: SbV > LSA 

CC50: GATA3; RORc  

½ CC50: GATA; RORc; 

FOXP3  

IC50: GATA; RORc  

¼ CC50:  

GATA3 x RORx (POS) 

Perfil 

Susceptabilidade 

MTF 

IFN-γ: MTF < LSA 

TNF: MTF < LSA 

IL-10: MTF < LSA 

CC50: IL-4 x IL-2 (NEG) 

IC50: TNF x IL-10 (NEG) 
CC50: MTF > LSA ¼ CC50: FOXP3  • 

Perfil 

Susceptabilidade 

Fonte: o autor. 

Legenda: TRAT (Tratamentos); Ap (Extrato de Arthrospira platensis); Dt (Extrato de Dunaliella tertiolecta); SbV (Antimonial pentavalente); MTF (Miltefosina); LSA 

(Antígeno Solúvel de Leishmania infantum); CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%); NEG (Correlação Negativa); POS (Correlação 

Positiva); • (Não houve um indicativo significativo na análise). + (indicativo de perfil de resposta imune positiva contra Leishmaniose Visceral). 
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10 DISCUSSÃO  

Na busca pela identificação de novas estratégias terapêuticas, a baixa toxicidade às 

células do hospedeiro é um dos principais fatores para ser considerado como um bom candidato 

terapêutico (BHARGAVA; SINGH, 2012). Deste modo, tanto os compostos sintéticos como a 

maioria dos extratos naturais avaliados neste estudo, demonstraram um valor de CC50 mais 

elevado do que os princípios ativos das drogas atualmente utilizadas para o tratamento de LV e 

LVC (Glucantime® e MilteforanTM, respectivamente), com destaque para os extratos naturais 

de Arthrospira platensis e Chlorella vulgaris, os quais possuíram um valor de CC50 próximo a 

1mg/mL tanto para células humanas como caninas, demonstrando que são pouco tóxicos. 

Em relação a atividade leishmanicida/leishmanioestática dos compostos sintéticos 

ftalimídicos-triazólicos aqui estudados, ao analisar o efeito contra formas promastigotas foi 

possível observar que valores de IC50 são menores do que os encontrados por Santos e 

Albuquerque (2015), que avaliaram compostos contendo o grupamento ftalimida 

(aminometilftalimida) estudados contra Leishmania braziliensis (menor IC50 = 121µg/mL). 

Além disso, os valores de IC50 dos compostos RN1, RN2 e RN3 também foram promissores 

quando comparados com alguns compostos derivados de Eugenol contendo o grupamento 

1,2,3-triazol contra L. amazonensis, apresentados por Teixeira et al (2018), os quais obtiveram 

uma IC50 variando entre 7,4 a 2013µM.  

Além do mais, os compostos ftalimídicos-triazólicos RN1 e RN2 apresentaram um IS 

para humanos acima de 10 (RN1= 12,9 e RN2= 13,5), mostrando um valor de IS mais elevado 

do que alguns compostos ftalimídicos com núcleo tiazol avaliados por Aliança et al. (2017), os 

quais obtiveram um IS variando entre 1,7 a 17,7 contra formas promastigotas de L. infantum. 

Apesar do composto RN3 possuir um IS inferior a 10, ainda assim, apresentou neste estudo 

uma seletividade melhor do que o Antimoniato de n-Metilglucamina, droga de referência. 

Diante desses resultados prévios, foi escolhido a RN2 para a avaliação da resposta imune, sendo 

realizado o estímulo de células (PBMCs) de indivíduos saudáveis para a dosagem da produção 

de citocinas e Óxido Nítrico.  

Com os resultados obtidos, o composto ftalimídico-triazólico RN2 apresentou supressão 

da resposta celular, uma vez que, reduziu a produção das citocinas IFN-y, TNF e IL-10 quando 

comparado com as células sem estímulo. O estudo de Coelho et al. (2014) corrobora com os 

achados, pois também observaram que alguns derivados ftalimídicos inibiram a produção de 

TNF e IL-1β em macrófagos de murinos. Compostos contendo grupo triazol demonstraram a 

redução dos níveis de TNF e IL-6 em células RAW264,7 (ZHANG et al., 2017). Além da 

redução da produção de citocinas promovida pela RN2, foi observado também uma redução da 
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síntese de NO, o que é de se esperar, pois as citocinas pró-inflamatórias IFN-y e TNF, que 

apresentaram uma redução pelo estímulo da RN2, são responsáveis por ativar a iNOS e 

consequentemente produção de NO. Essa redução de NO a partir do estímulo de derivados 

ftalimídicos pode estar relacionada com o tamanho da cadeia de carbono, pois como descrito 

por Bach et al. (2017), a atividade inibitória de NO por ftalimídas é dependente do tamanho da 

cadeia de carbono. Diante destes resultados, os compostos ftalimídicos-triazólicos não 

demonstram ser uma boa alternativa para o tratamento da LV. 

Como candidatos alternativos ao desenvolvimento de terápicos, os organismos 

fotossintetizantes vêm sendo estudados quanto sua atividade anti-Leishmania. No entanto, 

estudos avaliando fitoplanctons quanto a seu efeito contra espécies de Leishmania sp. são bem 

escassos, sendo somente relatado por Pereira et al. (2015), o qual avaliou a atividade 

leishmanicida de extratos metanólicos de quatro espécies de Chlorophytas, de três gêneros 

diferentes (Nannochloris, Picochlorum e Desmochloris). Assim, faz necessário mais estudos 

sobre os efeitos leishmanicidas de microrganismos marinhos fotossintetizantes, demostrando a 

importância do presente trabalho. Então, ao comparar com os resultados obtidos pelos extratos 

das espécies de Chlorophytas por Pereira et al. (2015), é possível notar que os extratos das 

espécies de C. vulgaris e Dunaliella tertiolecta apresentam um valor menor de IC50, ou seja, 

mostrando uma maior atividade leishmanicida com concentrações menores.  

Ao observar a atividade leishmanicida/leishmanioestático dos extratos naturais, é 

importante salientar que os valores de IC50 foram inferiores quando comparados com os alguns 

extratos orgânicos de origem vegetal avaliados por Bouyahya et al. (2017), o qual tiveram uma 

variação de IC50 entre 82,39 até 500µg/mL sendo mais tóxicos para L. infantum. Fazendo uma 

nova comparação, sendo que dessa vez, com isolados de meroditerpenóides provenientes de 

uma macroalga marrom (Cystoseira baccata) avaliados por Sousa et al. (2017), é possível 

observar que o IS dos extratos de C. vulgaris e D. tertiolecta são maiores, uma vez que, o IS 

obtido pelo autor foi menor que 10, usando macrófagos peritoneais de murinos, demonstrando 

que os extratos aqui estudados podem ser considerados possíveis promissores.  

Para os cães, o extrato de D. tertiolecta foi o único que apresentou um IS acima de 10 

(IScanino = 11,17), indicando ser um candidato muito potencial para os futuros ensaios. Por outro 

lado, apesar dos extratos de todas as espécies aqui estudadas não apresentarem IS maior que 10 

nos ensaios com células humanas, não exclui a possibilidade desses extratos possuírem um 

potencial imunomodulador. Pois, como observado nos estudos de Costa-Silva et al. (2019), 

isolados provenientes de produtos naturais possuíram atividade imunomodulatória contra L. 

infantum, tendo a capacidade de reduzir a produção de citocinas do perfil Th2, além de 



70 
 

estimular quimiocinas associadas a diminuição da carga parasitária, mesmo seus isolados 

apresentando IS menor que 10.  

Ao avaliar a resposta imune induzida pelos extratos bioativos de microrganismos 

fotossintetizantes das espécies A. platensis e D. tertiolecta, é observado um estímulo 

imunológico positivo das células. Diferentes concentrações foram estudadas, porém todas 

mantém o mesmo padrão geral de resposta imunológica, equilíbrio entre citocinas pro-

inflamatórias e anti-inflamatórias, com algumas concentrações tendo um destaque um pouco 

maior das citocinas de perfil Th1.  

A A. platensis é uma cianobactéria que possui algumas atividades biológicas já 

conhecidas há alguns anos pela comunidade científica. O potencial imunomodulador que esse 

microrganismo possui é algo já observado na literatura, o qual tem demonstrado estimular a 

produção de IFN-γ e TNF, reduzindo a produção de IL-10, tanto em camundongos (SHOKRI 

et al., 2014), como em PBMC humano (MAO et al., 2000). Além do extrato em si, uma proteína 

isolada de A. platensis, a ficocianina (pigmento fotossintético), estudada por Sheikh et al. 

(2014) realizando o tratamento de PBMC, demonstrou também um aumento de IFN-γ. Esses 

achados corroboram com o encontrado no presente trabalho, o qual observou uma produção de 

IFN-γ e TNF maior quando comparado às células sem estímulo, e com destaque especial para 

o IFN-γ que apresentou ainda uma síntese maior quando comparado ao LSA, havendo uma 

diferença estatística na menor concentração. 

Além da produção de citocinas do perfil Th1, o extrato de A. platensis também induziu 

a síntese do fator leishmanicida, NO, o que fortalece a hipótese desse extrato ser um promissor 

candidato terapêutico para a LV. A expressão dos genes dos fatores transcricionais específicos 

demonstrou um equilíbrio entre os perfis Th1 e Th2, não havendo diferenças estatísticas 

significativas, porém fortalecendo a hipótese que esse extrato estimula a expressão do gene 

Tbx21, responsável por ativar a diferenciação dos linfócitos Th1.  

Por sua vez, a D. tertiolecta é uma microalga halófila, já conhecida também pela 

comunidade científica. Poucos estudos relatam a atividade imunológica dessa espécie, havendo 

mais estudos relacionados com suplementação alimentar animal. Desses estudos escassos 

relacionados a resposta imune, a atividade imunológica dessa espécie foi observada in vitro em 

PBMC apenas de ovinos, o qual foi visto a capacidade de fitosteróis dessa espécie estimular 

uma resposta imunológica. Dentre esses fitoesteróis, o 7-dehidroporiferasterol e ergoesterol 

induziram a produção da citocina IL-10 e redução de IL-6 e TNF, demonstrando um papel anti-

inflamatório (CILIBERTI et al., 2017). Da mesma forma, no trabalho de Caroprese et al. (2012) 

foi observado aumento da síntese de IL-10, com redução de citocinas pro-inflamatórias, além 
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de identificar uma dose-dependente com a IL-10, o que também foi encontrado em nosso 

estudo, no entanto, em nossos resultados foi observado que com o aumento da concentração 

ocorre uma redução da IL-10.  

Em nosso estudo o extrato de D. tertiolecta apresentou alta produção de TNF, superando 

o LSA, e baixa síntese de IL-10, menor que o LSA, principalmente nas maiores concentrações 

testadas. A divergência dos resultados apresentados nesse trabalho com os encontrados na 

literatura, pode ser devido a diferença das moléculas, uma vez que o extrato estudado no 

presente estudo foi de constituição proteica e nos trabalhos de Caroprese et al. (2012) e Ciliberti 

et al. (2017) foram provenientes de isolados de fitosteróis. Além disso, sabe-se que diferentes 

métodos de extração podem expor distintas moléculas do extrato, e desta forma apresentando 

atividades biológicas também diferente. Este fato ressalta a importância de se estudar as 

espécies de organismos fotossintetizantes obtidos por diferentes métodos de extração. 

As citocinas produzidas por linfócitos do perfil Th1 estão diretamente relacionadas com 

a produção do fator leishmanicida, e esse perfil foi apresentado pelos extratos aqui estudados, 

os quais estimularam a síntese de IFN-γ e TNF, além da produção do NO. Esses resultados 

também corroboram com os dados encontrados na análise da expressão gênica dos fatores 

transcricionais, que demonstrou o gene Tbx21 mais expresso que o GATA3 ou FOXP3, 

dependendo da concentração utilizada. 

As correlações (positiva ou negativa) muito forte encontradas pelo estímulo com os 

extratos, tanto para as citocinas como os genes dos fatores transcricionais, são bastante 

interessantes. A correlação negativa muito forte, apesar de não ser estatisticamente 

significativa, encontrada entre TNF e IL-10 para o extrato de D. tertiolecta, é observada nos 

gráficos e corrobora com a hipótese de que a produção da IL-10 foi dose-dependente. Para a A. 

platensis, foi possível observar também correlações negativas muito fortes, porém não 

significativas, entre a correlação entre TNF e as citocinas do perfil Th2, pode sugerir um 

potencial imunomodulador. A correlação positiva muito forte, embora não tenha apresentado 

diferença estatística significativa, entre as citocinas TNF e IL-4 vale também o destaque, uma 

vez que o aumento de uma citocina do perfil Th1 juntamente com citocinas anti-inflamatórias, 

podem combater o parasito, pois um equilíbrio entre os dois perfis (mas com predominância de 

Th1) é importante para alcançar o controle da morbidade da infecção (RODRIGUEZ-CORTEZ 

et al., 2016). 

Em relação a correlação entre os genes estimulados pelo extrato de A. platensis, a 

correlação positiva estatisticamente significativa encontrada entre Tbx21 e RORc, fatores 

transcricionais responsáveis pela indução dos perfis Th1 e Th17, respectivamente, demonstra o 
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potencial em estimular citocinas pró-inflamatórias, o que é importante para a resposta imune 

contra o parasito causador da LV.  

 E por fim, ao comparar os resultados dos extratos com os das drogas de referência, foi 

possível observar que a MTF possuiu uma seletividade de mais de 100 vezes para o parasito do 

que para as células dos hospedeiros humanos e caninos, sendo a molécula com a maior 

seletividade dentre todos os estímulos. Por outro lado, o SbV apresentou o menor valor de IS, 

sendo todos os candidatos terapêuticos mais seletivos para o parasito. Além disso, pode-se 

observar um estímulo imunológico de perfil de susceptibilidade, diferentemente dos extratos, 

que demonstraram a indução de um perfil protetor. Esses dados sugerem e demonstram a 

atividade leishmanicida/leishmanioestática associada à atividade imunomodulatória, 

consideradas requisitos fundamentais para que os extratos se tornem candidatos terapêuticos 

para a LV.  

 Diante de todo o exposto, é demonstrado que os extratos bioativos de microrganismos 

fotossintetizantes apresentados neste trabalho, bem como outros produtos naturais, precisam 

ser mais investigados, pois possuem uma diversidade metabólica elevada, podendo ser fonte de 

diversos possíveis tratamentos. Os candidatos terapêuticos naturais aqui apresentados 

demonstraram atividade leishmanicida/leishmanioestática, além de estimular a resposta 

imunológica para um perfil Th1, através da produção de citocinas e óxido nítrico, e da indução 

de fatores transcricionais responsáveis pela diferenciação das células T. 

 Esses extratos continuarão sendo avaliados quanto ao potencial imunomodulador em 

cães, além de observar a resposta em células de paciente com LV. É necessário avaliar também 

se a combinação dos extratos com as drogas de referência pode aumentar a efetividade 

terapêutica dos pacientes. Deste modo, podendo ter uma noção mais ampla da capacidade 

desses extratos tanto nos hospedeiros humanos, como caninos.   
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11 CONCLUSÕES  

 O índice de seletividade dos compostos ftalimídicos-triazílicos e dos extratos bioativos 

de microrganismos fotossintetizantes foram maiores do que os apresentados pelo antimonial de 

n-metilglucamina. No entanto, a Miltefosina foi o tratamento que apresentou a maior 

seletividade. O composto RN2 e os extratos das espécies Arthrospira platensis e Dunaliella 

tertiolecta foram os escolhidos para seguirem com os estudos de resposta imune. 

 A resposta obtida pela RN2 foi de supressão imunológica, ao suprimir a produção de 

todas as citocinas (Th1 e Th2) e do Óxido Nítrico (NO). Assim, esse composto não apresentou 

um perfil de resposta imune que justifique estudos complementares.  

Por outro lado, os extratos dos microrganismos fotossintetizantes apresentaram a 

indução de uma resposta imunológica de perfil protetor, com produção de NO e indução da 

resposta de perfil Th1. Ao contrário dos extratos, as drogas de referências apresentaram um 

perfil de susceptibilidade, indicando que os extratos demonstraram os melhores resultados 

relacionados ao estímulo da resposta imunológica.  

Finalmente, este trabalho forneceu subsídios científicos capazes de ampliar o 

conhecimento sobre atividades biológicas, exclusivamente atividade leishmanicida e 

imunológica, de microrganismos fotossintetizantes, os quais possui uma alta escassez.  Desta 

forma, os resultados obtidos aqui sugerem os extratos bioativos das espécies A. platensis e D. 

tertiolecta um potencial terapêutico promissor para a LV.  

  

12 PERSPECTIVAS  

 Após apresentar bons resultados, mostrando serem promissores, os extratos bioativos de 

microrganismos fotossintetizantes das espécies Arthorpira platensis e Dunaliella tertiolecta 

serão avaliados em ensaios pré-clínicos, em camundongos BALB/c. Serão avaliados os extratos 

como futuros tratamentos e comparados com as drogas de referência (Antimonial pentavalente 

e Miltefosina), sendo realizadas análises de carga parasitária e resposta imunológica, a partir do 

baço dos animais, e histopatologia do fígado e rins, com o intuito de avaliar a atividade 

imunomodulatória e leishmanicida, além de verificar a eficácia e segurança dos candidatos 

terapêuticos naturais para a leishmaniose visceral.   
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AVALIAÇÃO DO POTENCIAL TERAPÊUTICO DE EXTRATOS BIOATIVOS DE 

MICRORGANISMOS FOTOSSITETIZANTES PARA A LEISHMANIOSE VISCERAL 

Evaluation of the therapeutic potential of bioactive extracts of photosynthetic microorganisms 

for visceral leishmaniasis 

Victor Vaitkevicius-Antão1; Isabelle Barreto da Silva Moreira Reino1,2; Maria Gabriella Nunes 

de Melo1, Jady Moreira da Silva1,2, José Noé da Silva Júnior3; Raquel Pedrosa Bezerra3; 

Daniella de Araújo Viana Marques4; Silvana de Fátima Ferreira da Silva4; Virginia Maria 

Barros de Lorena1; Milena de Paiva Cavalcanti1. 

1. Instituto Aggeu Magalhães (FIOCRUZ-PE); 

2. Universidade Federal de Pernambuco (UFPE); 

3. Centro de Apoio a Pesquisa/ Universidade Federal Rural de Pernambuco (CENAPESQ/UFRPE); 

4. Instituto de Ciências Biológicas/ Universidade de Pernambuco (ICB/UPE). 

 

Abstract 

New therapeutic strategies have been studied for visceral leishmaniasis (VL) and for the 

development of an immunotherapeutic, it is necessary that the new molecule modulates the 

host's immune response, being as essential as directly eliminating the parasite. The aim of this 

study was to evaluate in vitro bioactive extracts of photosynthetic microorganisms (PMs) for 

their leishmanicidal and immunomodulatory potential for VL. Bioactive extracts from PMs 

(Arthrospira platensis and Dunaliella tertiolecta) through sonication. Reference drugs, 

MilteforanTM (MTF) and Glucantime® (SbV) were also evaluated for comparison. The 

selectivity indices (SI) of all treatments were determined from assays of inhibitory 

concentration (IC50) in Leishmania infantum cells and cytotoxic concentrations (CC50), in 

human cells through the MTT method. The immune response was evaluated in healthy human 

cells through the production of cytokines (Flow Cytometry) and nitric oxide (NO), in addition 

to gene expression (RT-qPCR), stimulating with four concentrations (CC50; ½ of CC50; ¼ of 

CC50 and IC50). 

 

1. INTRODUÇÃO 

Entre os obstáculos a serem superados para o controle da LV, está a carência de 

alternativas terapêuticas. A droga de primeira escolha para o tratamento de humanos com LV é 

o Antimoniato de n-Metilglucamina (Glucantime®) e para cães com LV é a Miltefosina 

(MilteforanTM), as quais possuem uma alta toxicidade para o hospedeiro e vêm apresentado 

falhas no tratamento, além de haver relatos de resistência do parasito (PONTE-SUCRE et al., 

2017).  

Para o sucesso terapêutico da LV, acredita-se que haja uma dependência, ao menos em 

parte, das alterações na resposta imune do hospedeiro frente ao parasito; neste contexto, o uso 
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de drogas imunomoduladoras que consigam reverter o perfil imunológico do hospedeiro, 

estimulando um perfil de resistência ao parasito, pode ser importante na complementação do 

tratamento convencional, ajudando na melhora clínica do paciente (PROVERBIO et al., 2014). 

Para se investigar uma resposta imune protetora estimulada por um candidato terapêutico, a 

compreensão dos mecanismos imunológicos nas leishmanioses é essencial, uma vez que esses 

parasitos desenvolveram, ao longo da evolução, vários mecanismos de evasão para sobreviver 

ao sistema imunológico do hospedeiro (SUKUMARA; MADUBALA, 2004).  

A resposta imune celular do hospedeiro é mediada pelos linfócitos T CD4+ que, de 

forma simplificada, podem apresentar dois tipos de perfis: o de resistência (Th1) e o de 

susceptibilidade (Th2). No perfil Th1 ocorre a produção de citocinas como Interferon gama 

(IFN-γ), Fator de Necrose Tumoral (tumor necrosis fator - TNF) e Interleucina 2 (IL-2), que 

estão associados ao controle da infecção pela ativação dos macrófagos,produção de óxido 

nítrico (NO – Nitric Oxide) e consequente destruição dos parasitos intracelulares. Por outro 

lado, o perfil Th2 tem como característica a síntese de citocinas como Interleucina 4 (IL-4), 

Interleucina 10 (IL-10) e Fator de Crescimento Tumoral beta (tumor growth factor beta - TGF-

β), as quais favorecem o surgimento da doença e seus sintomas, com inibição de NO sintetizado 

por macrófagos ativados, propiciando assim a sobrevivência dos parasitos (ALEXANDER; 

BROMACHER, 2012; BHOWMICK, RAVINDRAN, ALI, 2014; MORENO et al., 2014; 

RESENDE et al., 2013).  

Outros subtipos celulares como as células T reguladoras (Treg) e Th17, também podem 

apresentar um papel importante na susceptibilidade e resistência contra as leishmanioses 

(NYLÉN; GAUTAM, 2010; ZHU et al., 2010). No entanto, apesar de o paradigma Th1/Th2 

(resistência/susceptibilidade) ser um modelo simplificado, vários estudos têm demonstrado sua 

fundamentação (COSTA-PEREIRA et al., 2015; SHAHBAZI et al., 2015; SOLANO-

GALLEGO et al., 2016).  

A partir desse conhecimento sobre o perfil imunológico, pode-se realizar estudos que 

busquem investigar novas moléculas com potencial contra a leishmaniose visceral. Dentre os 

possíveis candidatos a terapia, estão os bioativos provenientes de organismos marinhos, como 

os dos microrganismos fotossintetizantes, que podem ser promissores para os estudos de 

investigação terapêutica, uma vez que, possuem uma diversidade de metabólitos que podem 

apresentar atividades biológicas ainda não exploradas. Deste modo, com uma visão mais ampla 

para o controle das leishmanioses, este estudo objetivou avaliar in vitro o potencial terapêutico 

para LV desses compostos sintéticos e extratos bioativos de algumas espécies de 

microrganismos fotossintetizantes em células humanas e caninas. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Obtenção dos extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes 

Foram cultivados dois microrganismos fotossintetizantes (MFs), nos quais foram 

selecionados a partir da coleção de cultura da Universidade do Texas (Utex, 2010): a 

cianobactéria Arthrospira platensis (Utex, 1926), e a clorófita Dunaliella tertiolecta (Utex, 

1644). Os cultivos dos microrganismos foram realizados em frascos de Erlenmeyer com volume 

de cultivo de entre 200 e 400 mL de seus respectivos meios de cultura, com uma concentração 

celular inicial de 50 mg/mL, a uma temperatura de aproximadamente 28 ºC e iluminância de 

24 µmol fótons m-2 s-1. Para a cianobactéria os cultivos foram realizados em mesa agitadora.  

Após a finalização do cultivo, a biomassa foi liofilizada, ressuspendida em um tampão 

de Tris HCl 0,1M e então as células foram lisadas pelo método de sonicação (20 pulsos de 60 

segundos, com intervalos de 60 segundos). Logo após a obtenção dos sobrenadantes do extrato, 

foi realizada a determinação da concentração proteica, sendo realizada a dosagem pelo kit BCA 

(BCATM Protein Assay Kit, Thermo-Scientific). Os extratos obtidos foram submetidos a 

filtração em filtro de 0,22µM, os quais foram utilizados para a avaliação da atividade biológica. 

 

2.2. Cultivo de L. infantum 

Formas promastigotas de L. infantum (cepa MHOM/BR/1972/BH46) foram expandidas 

em cultura em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich) de pH 7,2 contendo 10% de soro bovino fetal 

(SBF) e 1% de antibiótico (penicilina 200U/mL). Os repiques foram realizados entre o terceiro 

e quarto dia de cultivo, e incubados em uma estufa de demanda bioquímica de oxigênio 

(B.O.D.) até a fase de crescimento exponencial, para serem utilizados nos ensaios de efeito 

leishmanicida. 

Para a obtenção das frações antigênicas, a massa parasitária foi submetida a três 

lavagens com salina tamponada (PBS – pH 7,2) através de centrifugações a 1000 x g, por 10 

minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi removido e armazenado a -20ºC. O pellet resultante foi 

ressuspendido utilizando 1mL de PBS, para cada 1x109 parasitos. Em seguida, acrescentou-se 

o inibidor de proteases PMSF (Phenylmethyl-Sulfony Floride) (10mg/mL) para cada 1mL da 

solução. Posteriormente, as células foram submetidas a rápidos congelamentos (-197ºC) no 

Nitrogênio Líquido, seguidos de descongelamento (40ºC) em Banho-Maria. Logo depois, a 

suspensão celular foi submetida ao processo de ultrassonicação (60 segundos/ 40W), por três 

vezes, sendo centrifugada a 10.000 x g durante 20 minutos a 4ºC.  
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O sobrenadante resultante foi a fração antigênica solúvel (L. infantum soluble antigen: 

LSA). As proteínas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), e a fração estocada a 

-80ºC. O LSA foi utilizado nos ensaios de cultura celular. 

 

2.3. Coleta de material biológico e considerações éticas 

Após antissepsia com algodão embebido em álcool etílico 70%, com auxílio de agulhas 

25x0,7 mm, foram coletados de dois a quatro mL de sangue total de humano, acondicionados 

em tubos de coleta a vácuo com anticoagulante EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 

(Vacutainer®), para o diagnóstico por qPCR da LV e LT. Para a avaliação da resposta imune e 

realização das culturas de células, foram coletados 20 mL de sangue divididos em 2 tubos 

Vacutainer® com anticoagulante heparina (2 x 10 mL).  

Antes dos procedimentos de coleta, indivíduos humanos inclusos no estudo foram 

convidados a participar e assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), 

autorizando a utilização do material coletado para fins científicos. Este estudo está inserido no 

projeto “Imunologia aplicada ao desenvolvimento de novas estratégias de controle para as 

leishmanioses.” que possui aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP-IAM): parecer 

4.077.060 (FIOCRUZ/PE). 

 

2.4. Diagnóstico para LV 

- Exame molecular: para extração de DNA foi utilizado o QIAamp® DNA Minikit (QIAGEN®), 

seguindo as instruções do fabricante. Para a detecção de L. (L.) infantum, foi realizada uma 

qPCR usando o sistema LINF 1B (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009), além da utilização do 

sistema kDNA1 (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2013) para exclusão de casos de Leishmaniose 

Tegumentar Americana.  

 

2.5. Obtenção de PBMC e cultivo celular 

Ao sangue heparinizado foi adicionado PBS (pH 7,2) na proporção de 1:1. Essa mistura 

foi adicionada ao Ficoll-hypaque na proporção de 1:3 para obtenção do anel de Células 

Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC – Peripheral Blood Mononuclear Cells) após 

centrifugação a 900 x g por 30 minutos sem freio. As células foram lavadas duas vezes em PBS, 

sendo posteriormente ressuspendidas em 1mL de meio RPMI 1640 suplementado com SBF a 

10% e 1% de penicilina/estreptomicina (200 U/mL). As células foram contadas em câmara de 

Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan. O valor obtido de células foi ajustado para a 
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concentração de 1x106 células/mL através da adição de meio RPMI 1640 suplementado com 

SBF a 10%, para a utilização nos ensaios.  

 

2.6. Determinação do Índice de Seletividade  

O índice de seletividade (IS) foi calculado através da razão entre a concentração 

citotóxica 50% (CC50) e a concentração inibitória de 50% (IC50 – inhibitory concentration). A 

determinação da CC50 foi feita a partir de experimentos realizados com células humanas, por 

sua vez a IC50 foi determinada em células promastigotas de L.infantum. Todas as células foram 

tratadas com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes e as drogas de 

referência. Como drogas de referências, foram utilizados Glucantime® (Antimoniato de n-

Metilglucamina - Sanofi-Aventis Farmacêutica Ltda.), e MilteforanTM (Miltefosina - Virbac do 

Brasil Indústria e Comércio Ltda.), por meio do princípio ativo sintetizado comercialmente. 

 

2.7.1. Viabilidade Celular 

PBMC de humanos saudáveis foram cultivados em placas de 96 poços e tratados com 

os extratos naturais para a realização dos ensaios de avaliação da concentração citotóxica de 

50% (CC50). O tratamento das células foi realizado em triplicata para cada estímulo, incubando 

por 24 horas, contendo 1x106 células/mL, utilizadas as concentrações de 62,5 a 1000µg/mL 

(BASAK et al., 2017; CORREIA et al., 2016). Após o tempo de cultivo, foi descartado o 

sobrenadante e adicionado o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) na concentração de 1 mg/mL, solubilizado em meio RPMI 1640 sem vermelho de 

fenol, deixando incubado na estufa a 37ºC durante 3 horas. Posteriormente, os cristais de 

Formazan formados foram solubilizados com DMSO (Dimetilsulfóxido) e então feita a leitura 

em espectrofotômetro a 540nm (MOSMANN, 1983).  

 

2.7.2. Efeito leishmanicida  

Células de L. infantum na forma promastigota foram cultivadas para a avaliação da 

concentração inibitória de 50% (IC50 – inhibitory concentration) dos extratos bioativos de 

microrganismos fotossintetizantes. O tratamento das células foi realizado em triplicata para 

cada estímulo, incubando por 48 horas numa placa de 96 poços, contendo 1x106 células/mL 

(KHADEMVATAN et al., 2017). Após o tempo de cultivo, as células foram contadas e 

avaliadas quanto a sua morfologia em microscópio óptico. Para os extratos naturais utilizou-se 

concentrações proteicas de 15,63 a 500µg/mL (COMANDOLLI-WYREPKOWSKI et al., 

2017). Para o Antimoniato de N-metilglucamina e a Miltefosina, a curva de concentração foi 
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de 15,63 a 250µg/mL e 0,1 a 4µg/mL, respectivamente (MORAIS-TEIXEIRA et al., 2008; 

2011). 

 

2.8. Análise de resposta imune 

Uma amostragem de conveniência (REIS, 2003) foi adotada, sendo coletado o sangue 

de seis indivíduos humanos saudáveis (VIANA et al., 2018). Portanto, indivíduos humanos sem 

sinais clínicos, que não receberam transfusão sanguínea e que foram negativos nos testes 

moleculares realizados para as leishmanioses, foram enquadrados na pesquisa. 

As culturas de PBMC foram realizadas em placas de 48 poços de poliestireno, contendo 

5x105 células/poço, foram estimuladas com o mitógeno Fitohemaglutinina (PHA) (10 g/mL) 

(controle positivo do cultivo), o antígeno solúvel de L. infantum (LSA) (25 g/mL), 

Antimoniato de n-Metilglucamina; Miltefosina e os extratos naturais. As concentrações das 

drogas de referência e extratos naturais foram os valores da CC50; ½ da CC50; ¼ da CC50 e da 

IC50. Poços sem estímulo serviram como o controle negativo.  

 

2.8.1. Avaliação da produção de citocinas  

A partir dos sobrenadantes de culturas de PBMC humano foi realizada a dosagem da 

secreção de citocinas (IFN-γ, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) utilizando o kit BD™ CBA Human 

Th1/Th2 Cytokine (Becton Dickinson). A leitura foi realizada no equipamento de citometria de 

fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson), conforme as instruções do fabricante. Os resultados 

foram analisados utilizando o software FCAP Array 1.0 (Becton Dickinson), sendo 

normalizados com os resultados obtidos pelas células sem estímulo. 

 

2.8.2. Avaliação da produção de Óxido Nítrico  

  A quantificação dos níveis de NO foi realizada indiretamente pela medição do nitrito 

nos sobrenadantes das culturas, pela reação de Griess, de acordo com Resende et al. (2013). Os 

estímulos (LSA, Antimoniato de n-Metilglucamina; Miltefosina e os extratos naturais) foram 

comparados ao controle negativo (PBMC sem estímulo). 

 

2.8.3. Avaliação da expressão de RNA mensageiro  

Foi realizada a avaliação da expressão relativa de RNA mensageiro (mRNA) dos fatores 

transcricionais específicos (T-bet; GATA3; RORc e FOXP3), a partir do cultivo de PBMC 

humano saudável. Após o tempo de cultivo, foi realizada a extração do RNA pelo método de 
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TRIzol®(Invitrogen), realizando a dosagem da concentração de mRNA em espectrofotômetro 

e armazenando a -80ºC. 

 Após a obtenção do mRNA, foi realizada uma transcrição reversa para DNA 

complementar (cDNA) através do kit comercial TaqMan Reverse Transcription reagentes 

(Applied Biosystems). As condições de ciclagem utilizadas seguiram as instruções do 

fabricante (25ºC por 10 minutos; 37ºC por 30 minutos; 95ºC por 5 minutos; 4ºC até retirar).  

A partir do cDNA foi realizada uma qPCR em tempo real (Sistema TaqMan®) através 

do sistema de detecção de sequências QuantStudio 5 e usando o kit TaqMan® Gene Expression 

PCR Master Mix (Applied Biosystems) para as os genes reguladores principais T-bet/Tbx21 

(ID: Hs00894392_m1), GATA3 (ID: Hs00231122_m1), RORc (ID: Hs01076112_m1) e 

FOXP3 (ID: Hs01085834_m1). Como controle endógeno da reação será utilizado o GAPDH 

(ID: Hs02786624_g1). Todas as amostras foram analisadas em duplicata e expressas como a 

média  desvio-padrão, tendo como calibrador o mitógeno PHA.  

 

2.9 Análise dos dados 

Para determinar o valor da CC50 e IC50 foram realizadas análises de Regressão por 

Probit, através do software IBM SPSS Statistic 25. Foram realizadas também análises 

comparativas por técnicas de estatística descritiva por meio de distribuições absolutas e 

percentuais. Foi empregado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, e de acordo com a 

análise, foi realizado o teste T de Student (paramétrico) ou teste de Mann-Whitney (não-

paramétrico), para comparações entre duas categorias, ou a análise de variância ANOVA One-

way com Pós Teste de Tukey (paramétrico) ou Kruskal-Wallis com Pós-Teste de Dunns (não-

paramétrico), para comparação entre mais de duas categorias. Análises de correlação também 

foram realizadas através do teste de Pearson (paramétrico) e teste de Spearman (não-

paramétrico). Todos os testes foram realizados com auxílio do programa GraphPad Prism 5 

(GraphPad Software Inc. 2007, San Diego, CA, USA), sendo considerados significativos 

quando p < 0,05.  

 

3. RESULTADOS 

3.1. Determinação do Índice de seletividade 

Foram realizados os ensaios de determinação de CC50 e IC50, sendo observado que o 

extrato de A. platensis possui a menor toxicidade para o PBMC humano, apresentando uma 
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CC50 de aproximadamente 1000µg/mL. Por sua vez, a D. tertiolecta apresentou uma maior 

toxicidade para L. infantum, com uma menor IC50.  

 Ao analisar as drogas de referência, Antimoniato de n-Metilglucamina (SbV) e 

Miltefosina (MTF), pode-se observar que MTF é mais tóxica para as células de L. infantum 

como também para as células do hospedeiro. Apesar da alta toxicidade, o IS humano para MTF 

é mais de 100 vezes maior do que os demais trataments. Por sua vez, o SbV apresentou o menor 

IS, demonstrando que os extratos são mais seletivos do que a droga de referência usada 

atualmente para o tratamento da LV. Os valores de CC50 e IC50, bem como o IS, estão 

apresentados na Tabela 1.  

 

Tratamentos 

 IC50  CC50  IS 

 L.infantum 

(µg/mL) 

 PBMC Humano 

(µg/mL) 

 
CC50/ IC50 

A. platensis  259,20  986,11   3,80 

D. tertiolecta  53,75  252,55   4,70 

SbV  195,15  412,46  2,11 

Miltefosina  1,23  159,49  129,6 
Tabela 1. Atividade leishmanicida (IC50) em promastigotas e efeito citotóxico (CC50) em células humanas 

tratadas com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes e drogas de referência. IS: índice de 

seletividade. PBMC: células mononucleares do sangue periférico.  

  

3.2. Análise de resposta imune 

3.2.1. Quantificação de citocinas  

 A partir dos sobrenadantes das culturas de PBMCs estimuladas, foi realizada a dosagem 

das citocinas. Para os extratos, observamos que tanto o da espécie A. platensis como D. 

tertiolecta produzem citocinas do perfil Th1, em todas as concentrações avaliadas, 

demonstrando um estímulo positivo contra a LV (Figura1). Um destaque para a citocina do 

perfil Th2 (IL-10), a qual diminui sua produção gradativamente de acordo com o aumento da 

concentração dos extratos, havendo uma diferença estatística significativa entre as 

concentrações para o extrato de A. platensis (p-value=0,031) e D. tertiolecta (p-value=0,007). 

A Tabela 2 apresenta os valores médios da produção das citocinas, em pg/mL, após o estimulo 

celular com as quatro concentrações de cada extrato. 

 Comparando os resultados obtidos do extrato de A. platensis com o LSA, observa-se 

que, para todas as concentrações, houve uma resposta protetora Th1, com estímulo de IFN-γ 

superior a observada com a infecção natural mimetizada pelo LSA, havendo diferença 

estatística significativa para a concentração da IC50 (p-value=0,032). Para todas as 

concentrações, o extrato não possuiu uma produção do TNF superior ao LSA, havendo 

diferenças estatísticas significativas, porém estimula mais a produção dessa citocina do as 
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células sem estímulo. Já o extrato de D. tertioleta em comparação com o LSA, observa-se que, 

para todas as concentrações, houve uma resposta protetora Th1, com estímulo de TNF superior 

a observada com o LSA. Além disso, na concentração de CC50, houve produção de IL-10 

inferior ao LSA, (p-value=0,002), e também para o IFN-γ (p-value=0,008).   

Ao analisar a correlação das citocinas para os extratos, foi observado que entre TNF e 

IL-4 nas concentrações da CC50 e ½ da CC50 do extrato de A. platensis, houve uma correlação 

muito forte significativa negativa (r= -0,92; p-value= 0,02) e positiva (r= 0,97; p-value= 0,01), 

respectivamente. Para o extrato de D. tertiolecta, houve correlações muito forte, porém 

nenhuma significativa. 

 

A. platensis 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 p-value 

IFN-γ 13,63 11,90 12,54 14,78 0,92 

TNF 40,71 41,27 61,19 64,18 0,63 

IL-10 48,77 137,2 229,9 255,7 0,031* 

IL-4 0,21 0,33 -0,03 0,18 0,21 

IL-2 -1,03 -0,46 -1,20 -0,72 0,48 

D. tertiolecta 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 p-value 

IFN-γ -3,502 0,674 4,542 5,504 0,20 

TNF 225,0 143,3 160,2 146,0 0,48 

IL-10 -21,48 37,85 175,1 146,3 0,007* 

IL-4 -0,038 0,20 -0,148 0,142 0,51 

IL-2 -0,942 -0,43 -0,704 -1,074 0,43 

Tabela 2. Médias das concentrações em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com os 

extratos de Arthrospira platensis e Dunaliella tertiolecta. CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 

(Concentração Inibitória de 50%); * (p-value < 0,05).  

 

As drogas de referência apresentaram uma supressão imunológica, com exceção da 

citocina TNF, que teve uma produção maior pelas células estimuladas com ¼ da CC50 da MTF; 

e a IL-10, que foi produzida pelas células estimuladas com todas as concentrações do SbV, além 

da concentração de IC50 da MTF. A Tabela 3 apresenta os valores médios da produção das 

citocinas a partir das concentrações de cada droga. Em relação a correlação entre as citocinas, 

para o SbV, houveram correlações muito forte, mas não signigicativa, por sua vez, para a MTF 

foi possível observar correlações negativas muito fortes e significativas entre IL-4 e IL-2 na 

concentração da CC50 (r= 0,90; p-value=0,03), e entre TNF e IL-10 na concentração da IC50 (r= 

0,91; p-value=0,01).   
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Figura 1. Dosagem das citocinas produzidas pelas células estimuladas com extratos bioativos de 

microrganismos fotossintetizantes. A (valor da CC50); B (metade do valor da CC50); C (um quarto do valor da 

CC50); D (valor da IC50); LSA (Antígeno Solúvel de Leishmania infantum); Ap (Arthrospira platensis) e Dt 

(Dunaliella tertiolecta). * (p-value < 0,05). 
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Antimonial de n-Metilglucamina 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

IFN-γ -2,853 -3,743 -1,335 2,000 

TNF -2,603 -0,300 -0,418 0,900 

IL-10 8,112 2,213 4,268 11,82 

IL-4 -0,398 -0,403 -0,288 0,298 

IL-2 -1,138 -1,395 -0,720 -0,640 

Miltefosina 

Citocinas CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

IFN-γ -4,660 -4,635 -3,998 1,538 

TNF -8,105 -4,945 0,635 -2,138 

IL-10 -35,08 -35,16 -34,54 0,128 

IL-4 -0,263 -0,39 -0,185 -0,273 

IL-2 -1,670 -1,748 -1,508 -1,138 

Tabela 10. Médias das concentrações em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com as 

drogas de referência. CC50 (Concentração Citotóxica de 50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%). 

 

3.2.2. Quantificação de Óxido Nítrico 

Para os extratos, foi observado que há uma produção do NO um pouco maior quando 

comparado as células sem estímulo e estimuladas com o LSA (o qual demonstra uma redução 

na produção de NO, quando comparado as células sem estímulos). É observado também que a 

dosagem do nitrito está diretamente proporcional com a concentração do estímulo (Figura 2). 

Diferenças estatísticas significativas são observadas entre a maior concentração (CC50) de cada 

extrato com o LSA (A. platensis: p-value= 0,017; D. tertiolecta: p-value= 0,005). 

 Por sua vez, as DRs também obtiveram uma medição de nitrito um pouco maior do que 

quando comparado as células sem estímulo e estimuladas com o LSA, porém não havendo a 

proporcionalidade entre dosagem e concentração. Para o SbV, ocorreu diferença estatística 

significativa entre as concentrações de ½ da CC50 (p-value=0,028) e ¼ da CC50 (p-value=0,023) 

com o LSA, e já para a MTF, uma diferença estatística significativa entre a CC50 e LSA (p-

value=0,041). 
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Figura 2. Medição do nitrito após os estímulos das células com os extratos bioativos de microrganismos 

fotossintetizantes. A (valor da CC50); B (metade do valor da CC50); C (um quarto do valor da CC50); D (valor da 

IC50) e LSA (Antígeno Solúvel de Leishmania infantum – 25µg/mL). 
 

3.2.3. Expressão gênica 

 A partir dos resultados da produção de citocinas e do óxido nítrico, foi realizada a 

avaliação da expressão gênica apenas para os extratos naturais e drogas de referência. A partir 

das células estimuladas, foi realizado a extração do RNA mensageiro e feita a transcrição 

reversa para cDNA para a quantificação, tendo como alvos os genes Tbx21, GATA3, RORc e 

FOXP3, os quais estão relacionados com a indução da diferenciação das células T para os perfis 

Th1, Th2, Th17 e Treg, respectivamente. 

 Ao analisarmos os resultados da expressão gênica estimulada com os extratos naturais 

(Figura 3), observa-se que em todas as concentrações do extrato de A. platensis existe um 

equilíbrio entre o perfil Th1/Th2, com a média da expressão do gene Tbx21 maior do que a do 

GATA3 na maior concentração de estímulo, resultados semelhantes ao LSA. Por sua vez, o 

gene FOXP3, somente na maior concentração, apresentou uma expressão negativa, e tendo o 
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gene RORc variando bastante de concentração para concentração, apresentando uma maior 

expressão na concentração de ¼ da CC50 (Tabela 3).  

 Já para o extrato de D. tertiolecta, pode-se observar que nas menores concentrações 

ocorreu um equilíbrio entre todos os genes indutores, com a média de expressão do gene 

GATA3 inferior aos demais. Como melhor resultado apresentado, a concentração de ½ da CC50 

estimulou uma expressão positiva equilibrada entre os perfis Th1xTh17xTreg, com expressão 

negativa de GATA3, o qual induz o perfil Th2, e diferença estatística significativa quando 

comparado ao LSA (p-value=0,009). Na maior concentração, houve apenas a expressão 

positiva do gene RORc.  

  Analisando a correlação entre os genes, para a A. platensis foi observado uma correlação 

positiva muito forte significativa entre Tbx21 e RORc na concentração de ½ da CC50 (r= 0,95; 

p-value=0,047). Em relação a análise de correlação do extrato de D. tertiolecta, nas 

concentrações testadas não foram observadas correlações significativas. 

 

Arthrospira platensis 

Genes CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

Tbx21 0,49 0,36 0,57 0,67 

GATA3 0,30 0,47 0,64 0,62 

RORc 0,05 -0,14 0,38 0,05 

FOXP3 -0,04 0,29 0,21 0,51 

Dunaliella tertiolecta 

Genes CC50 ½ CC50 ¼ CC50 IC50 

Tbx21 -0,02 0,69 0,73 0,71 

GATA3 -0,41 -0,20 0,49 0,24 

RORc 0,19 0,65 0,69 0,64 

FOXP3 -0,05 0,29 0,79 0,88 

Tabela 3. Quantificação relativa da expressão gênica dos fatores transcricionais específicos após o estímulo 

das células com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. CC50 (Concentração Citotóxica de 

50%); IC50 (Concentração Inibitória de 50%). 
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Figura 3. Quantificação relativa (RQ Log10) da expressão gênica dos fatores transcricionais específicos após 

o estímulo das células com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. A (valor da CC50); B 

(metade do valor da CC50); C (um quarto do valor da CC50); D (valor da IC50); LSA (Antígeno Solúvel de 

Leishmania infantum – 25µg/mL); Ap (Arthrospira platensis) e Dt (Dunaliella tertiolecta). Calibrador usado foi 

o PHA. * (Diferença estatística = p-value < 0,05). 
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4. DISCUSSÃO 

Na pesquisa de identificação de novas estratégias terapêuticas, a baixa toxicidade às 

células do hospedeiro é um dos fatores importantes para ser considerado como um bom 

candidato terapêutico (BHARGAVA; SINGH, 2012). Deste modo, o extrato de Arthrospira 

platensis demonstrou um valor de CC50 mais elevado do que os princípios ativos das drogas 

atualmente utilizadas para o tratamento de LV e LVC (Glucantime® e MilteforanTM, 

respectivamente). 

Como candidatos alternativos ao desenvolvimento de terápicos, os organismos 

marinhos fotossintetizantes vêm sendo estudados quanto sua capacidade anti-Leishmania, no 

entanto, estudos avaliando fitoplanctons quanto seu efeito contra espécies de Leishmania sp. 

são bem escassos, sendo somente relatado por Pereira et al. (2015), o qual avaliou a atividade 

leishmanicida de extratos metanólicos de quatro espécies de Chlorophytas, de três gêneros 

diferentes (Nannochloris, Picochlorum e Desmochloris). Assim, faz necessário mais estudos 

sobre os efeitos leishmanicidas de microrganismos marinhos fotossintetizantes, demostrando a 

importância do presente trabalho. Então, ao comparar com os resultados obtidos pelos extratos 

das espécies de Chlorophytas por Pereira et al. (2015), é possível notar que os extratos de 

Dunaliella tertiolecta apresentou um valor menor de IC50, ou seja, mostrando uma maior 

atividade leishmanicida, uma vez que, a concentração de 250µg/mL utilizada de Nannochloris 

sp. reduziu apenas 38% a viabilidade de L. infantum.  

Ao observar a atividade leishmanicida dos extratos naturais deste estudo, nota-se que os 

valores de IC50 são inferiores quando comparados com os alguns extratos orgânicos de origem 

vegetal avaliados por Bouyahya et al. (2017), o qual tiveram uma variação de IC50 entre 82,39 

até 500µg/mL sendo mais tóxicos para L. infantum. Fazendo uma nova comparação, sendo que 

dessa vez, com isolados de meroditerpenóides provenientes de uma macroalga marrom 

(Cystoseira baccata) avaliados por Sousa et al. (2017), é possível observar que o IS do extrato 

de D. tertiolecta é maior, uma vez que, o IS obtido pelo autor foi menor que 10, usando 

macrófagos peritoneais de murinos, demonstrando que os extratos aqui estudados podem ser 

considerados possíveis promissores.  

Apesar dos extratos de todas as espécies aqui estudadas não apresentarem um IS maior 

que 10 nos ensaios com células humanas, não exclui a possibilidade desses extratos possuírem 

um potencial imunomodulador. Pois, como observado nos estudos de Costa-Silva et al. (2019), 

isolados provenientes de produtos naturais possuíram atividade imunomodulatória contra L. 

infantum, tendo a capacidade de reduzir a produção de citocinas do perfil Th2, além de 
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estimular quimiocinas associadas a diminuição da carga parasitária, mesmo seus isolados 

apresentando IS menor que 10.  

Ao avaliar a resposta imune induzida pelos extratos bioativos de microrganismos 

fotossintetizantes das espécies A. platensis e D. tertiolecta, é observado um estímulo 

imunológico positivo das células. Diferentes concentrações foram estudadas, porém todas 

mantém o mesmo padrão geral de resposta imunológica, equilíbrio entre citocinas pro-

inflamatórias e anti-inflamatórias, com algumas concentrações tendo um destaque um pouco 

maior das citocinas de perfil Th1.  

A A. platensis é uma cianobactéria que possui algumas atividades biológicas já 

conhecidas há alguns anos pela comunidade científica. O potencial imunomodulador que esse 

microrganismo possui é algo já observado na literatura, o qual tem demonstrado estimular a 

produção de IFN-γ e TNF, reduzindo a produção de IL-10, tanto em camundongos (SHOKRI 

et al., 2014), como em PBMC humano (MAO et al., 2000). Além do extrato em si, uma proteína 

isolada de A. platensis, a ficocianina (pigmento fotossintético), estudada por Sheikh et al. 

(2014) realizando o tratamento de PBMC, demonstrou também um aumento de IFN-γ. Esses 

achados corroboram com o encontrado no presente trabalho, o qual observou uma produção de 

IFN-γ e TNF maior quando comparado as células sem estímulo, e com destaque especial para 

o IFN-γ que possuiu ainda uma síntese maior quando comparado ao LSA, havendo uma 

diferença estatística na menor concentração. 

Além da produção de citocinas do perfil Th1, o extrato de A. platensis também induziu 

a síntese do fator leishmanicida, NO, o que fortalece a hipótese desse extrato ser um bom 

candidato terapêutico para a LV. A expressão dos genes dos fatores transcricionais específicos 

demonstrou um equilíbrio, não havendo diferenças estatísticas significativas, porém 

fortalecendo a hipótese que esse extrato estimula a modulação da resposta imunológica ao 

expressar o gene Tbx21, responsável por ativar a diferenciação dos linfócitos Th1.  

Por sua vez, a D. tertiolecta é uma microalga halófila, já conhecida também pela 

comunidade científica. Poucos estudos relatam a atividade imunológica dessa espécie, havendo 

mais estudos relacionados com suplementação alimentar animal. Desses estudos escassos 

relacionados a resposta imune, a atividade imunológica dessa espécie foi observada in vitro em 

PBMC apenas de ovinos, o qual foi visto a capacidade de fitosteróis dessa espécie estimular 

uma resposta imunológica. Dentre esses fitoesteróis, o 7-dehidroporiferasterol e ergoesterol 

induziram a produção da citocina IL-10 e redução de IL-6 e TNF, demonstrando um papel anti-

inflamatório (CILIBERTI et al., 2017). Da mesma forma, no trabalho de Caroprese et al. (2012) 

foi observado aumento da síntese de IL-10, com redução de citocinas pro-inflamatórias, além 
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de identificar uma dose-dependente com a IL-10, o que também foi encontrado em nosso 

estudo, no entanto, em nossos resultados foi observado que com o aumento da concentração 

ocorre uma redução da IL-10.  

Em nosso estudo o extrato de D. tertiolecta apresentou uma alta produção de TNF, 

superando o LSA, e baixa síntese de IL-10, menor que o LSA, principalmente nas maiores 

concentrações testadas. A divergência dos resultados apresentados nesse trabalho com os 

encontrados na literatura, pode ser devido a diferença das moléculas, uma vez que o extrato 

estudado no presente estudo foi de constituição proteica e nos trabalhos de Caroprese et al. 

(2012) e Ciliberti et al. (2017) foram provenientes de isolados de fitosteróis.  

As citocinas produzidas pelo perfil Th1 estão diretamente relacionadas com a produção 

do fator leishmanicida, e esse perfil foi apresentado pelos extratos aqui estudados, os quais 

estimularam a síntese de IFN-γ e TNF, além da produção do NO. Esses resultados também 

corroboram com os dados encontrados na análise da expressão gênica dos fatores 

transcricionais, que demonstrou o gene Tbx21 um pouco mais expresso que o GATA3 ou 

FOXP3, dependendo da concentração utilizada. 

As correlações (positiva ou negativa) muito forte encontradas pelo estímulo com os 

extratos, tanto para as citocinas como os genes dos fatores transcricionais, são bastante 

interessantes. A correlação negativa muito forte, apesar de não significativa, encontrada entre 

TNF e IL-10 para o extrato de D. tertiolecta, é observada nos gráficos e corrobora com a 

hipótese de que a produção da IL-10 foi dose-dependente. Para a A. platensis, foi possível 

observar também correlações negativas muito fortes, porém não significativas, entre a 

correlação entre TNF e as citocinas do perfil Th2, pode sugerir um potencial imunomodulador. 

A correlação positiva muito forte, mas não significativa, entre as citocinas TNF e IL-4 vale 

também o destaque, uma vez que o aumento de uma citocina do perfil Th1 juntamente com 

citocinas anti-inflamatórias, podem combater o parasito, pois um equilíbrio entre os dois perfis 

(mas com predominância de Th1) é importante para alcançar o controle da doença 

(RODRIGUEZ-CORTEZ et al., 2016). 

Em relação a correlação entre os genes estimulados pelo extrato de A. platensis, a 

correlação positiva significativa encontrada entre Tbx21 e RORc, fatores transcricionais 

responsáveis pela indução dos perfis Th1 e Th17, respectivamente, demonstra o potencial em 

estimular citocinas pró-inflamatórias, o que é importante para a resposta imune contra o parasito 

causador da LV.  

 E por fim, ao comparar os resultados dos extratos com os das drogas de referência, foi 

possível observar que a MTF possuiu uma seletividade de mais de 100 vezes para o parasito do 
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que para as células dos hospedeiros humanos e caninos, sendo o terápico com a maior 

seletividade dentre todos os estímulos. Por outro lado, o SbV apresentou o menor valor de IS, 

sendo todos os candidatos terapêuticos mais seletivos para o parasito. Além disso, pode-se 

observar um estímulo imunológico de perfil de susceptibilidade, diferentemente dos extratos, 

que demonstraram a indução de um perfil protetor. Esses dados sugerem e demonstram a 

capacidade promissora dos extratos em se tornarem candidatos terapêuticos para a LV.  

 

5. CONCLUSÕES 

 Diante de todo o exposto, é demonstrado que os extratos bioativos de microrganismos 

fotossintetizantes apresentados neste trabalho, bem como outros produtos naturais, precisam 

ser mais investigados, pois possuem uma diversidade metabólica elevada, podendo ser fonte de 

diversos possíveis tratamentos. Os candidatos terapêuticos naturais aqui apresentados 

demonstraram atividade leishmanicida, além de estimular a resposta imunológica para um perfil 

Th1, através da produção de citocinas e óxido nítrico, e da indução de fatores transcricionais 

responsáveis pela diferenciação das células T. 

 Esses extratos continuarão sendo avaliados quanto ao potencial imunomodulador em 

cães, além de observar a resposta em células de paciente com LV. É necessário avaliar também 

se a combinação dos extratos com as drogas de referência pode aumentar a efetividade 

terapêutica dos pacientes. Deste modo, podendo ter uma noção mais ampla da capacidade 

desses extratos tanto nos hospedeiros humanos, como caninos.   
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ANEXO B – Parecer de Aprovação do CEP  

 



118 
 

 



119 
 

 



120 
 

 



121 
 

 

 



122 
 

 


