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AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES TRIPANOCIDA, LEISHMANICIDA E 
IMUNOMODULADORA DE EXTRATOS DE SEMENTES DE Lonchocarpus 

cultratus 
 
RESUMO 
 

A doença de Chagas e a leishmaniose mostram a necessidade constante da 
busca de novos medicamentos que sejam mais eficientes e seguros para o 
tratamento. Ampliar o conhecimento acerca da citotoxicidade e do potencial de 
espécies vegetais é de fundamental importância, a fim de se obter novas opções 
terapêuticas. As plantas do gênero Lonchocarpus estão dentre as plantas com alto 
potencial medicinal devido à grande variedade de componentes bioativos, 
apresentando diferentes atividades biológicas, incluindo as atividades tripanocida e 
leishmanicida. A espécie Lonchocarpus cultratus (L. cultratus) apresenta em sua 
composição chalconas, como a lonchocarpina e a isocordoína, esteroides e terpenos. 
Por não existirem muitos trabalhos a respeito da sua atividade antiparasitária, o 
presente trabalho teve como objetivo investigar a citotoxicidade e a ação sobre a 
imunomodulação dos macrófagos e contra os parasitas Trypanosoma cruzi (T. cruzi) 
e Leishmania amazonensis (L. amazonensis) de extratos obtidos das sementes de L. 
cultratus in vitro, visando seu uso in vivo. Quando avaliados pela metodologia 
colorimétrica de redução do sal de tetrazolium MTT à formazan, os extratos hexânico 
e metanólico de L. cultratus (LHS e LMS, respectivamente) não apresentaram 
citotoxicidade em macrófagos murinos e o extrato diclorometânico de L. cultratus 
(LDS) foi citotóxico nas concentrações mais altas. Os três extratos não estimularam a 
liberação de óxido nítrico, nem inibiram essa liberação em macrófagos estimulados 
por lipopolissacarídeo (LPS). Os extratos LDS e LMS foram os que apresentaram 
maior atividade contra as formas T. cruzi testadas, em suas concentrações mais altas, 
com valores próximos ao observado pelo Benzonidazol, medicamento utilizado no 
tratamento da doença de Chagas. Os três extratos apresentaram atividade 
significativa sobre o índice de internalização de amastigotas de T. cruzi. Os extratos 
LDS e LHS foram os que se apresentaram mais ativos contra as formas promastigotas 
e amastigotas de L. amazonensis, com valores próximos do encontrado para o 
Glucantime®, controle positivo de tratamento. Por ter sido citotóxico para os 
macrófagos murinos, o LDS apresentou baixos índices de seletividade para ambos os 
parasitas. Os três extratos não estimularam a liberação da interleucina 1-beta e da 
interleucina 10 (IL-1β e IL-10, respectivamente) e, uma vez que não alteraram a 
liberação de NO, sugere-se que exerceram atividade antiparasitária direta sobre os 
parasitas.  Há a necessidade da realização de ensaios mais aprofundados e de buscar 
conhecer os mecanismos pelos quais os extratos exercem essas ações, a fim de se 
obter uma alternativa terapêutica potencial para as patologias tratadas neste estudo. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Doença de Chagas, leishmanioses, extratos naturais, atividade 
anti-T.cruzi, atividade anti-Leishmania 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 

 
 

EVALUATION OF TRIPANOCIDAL, LEISHMANICIDAL AND 
IMMUNOMODULATORY ACTIVITIES OF Lonchocarpus cultratus SEED 

EXTRACTS 
 
ABSTRACT 
 
Chagas disease and leishmaniasis expose the need for searching more effective and 
safer new medicinal drugs. To broaden the knowledge about cytotoxicity and the 
potential of plant species is of utmost importance to obtain new therapeutic options. 
Plants of the genus Lonchocarpus have high medicinal potential due to the wide variety 
of bioactive components, presenting different biological activities, including 
trypanocidal and leishmanicidal activities. Lonchocarpus cultratus (L. cultratus) 
species features chalcones as lonchocarpine and isocordoin, steroids, and terpenes. 
The lack of studies on antiparasitic activity has propeled this research to investigate 
cytotoxicity, the action on the immunomodulation of macrophages, and the response 
against two parasites: Trypanosoma cruzi (T. cruzi) and Leishmania amazonensis (L. 
amazonensis). The extracts were obtained from the seeds of L. cultratus in vitro, 
focusing on in vivo use. When evaluated by the colorimetric methodology of reducing 
MTT tetrazolium salt to formazan, the hexanic and methanolic extracts of L. cultratus 
(LHS and LMS respectively) did not show cytotoxicity in murine macrophages. The 
dichloromethane extract of L. cultratus (LDS) was cytotoxic at the highest 
concentrations. The three extracts neither stimulate the release of nitric oxide nor 
inhibit it in macrophages under lipopolysaccharide (LPS) stimuli. The LDS and LMS 
extracts presented the highest activity against the tested T. cruzi forms, in their highest 
concentrations, with values close to those observed for Benzonidazole, used for the 
treatment of Chagas disease. The three extracts showed significant activity on the 
infection rate of T. cruzi amastigotes. The LDS and LHS extracts were the most active 
against the promastigote and amastigote forms of L. amazonensis, with values close 
to that found for Glucantime®, a positive treatment control.  LDS showed low rates of 
selectivity for both parasites, as it was cytotoxic to murine macrophages. The three 
extracts did not stimulate the release of interleukin 1-beta and interleukin 10 (IL-1β and 
IL-10, respectively). Since they did not alter the release of NO, they may have exerted 
direct antiparasitic activity on parasites. There is a need to perform more in-depth tests 
to know the mechanisms by which the extracts exercise these actions, in order to 
obtain a potential therapeutic alternative for the pathologies treated in this study. 
 
KEYWORDS: Chagas disease, leishmaniasis, natural extracts, anti-T.cruzi activity, 
anti-Leishmania activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

As Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs) são consideradas um grande 

problema de saúde pública, que afeta principalmente populações em situações 

precárias de vida. Dentre as DTN’s estão a Doença de Chagas (DC), também 

conhecida como Tripanossomíase Americana, resultante da infecção causada pelo 

protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), e a Leishmaniose, uma 

antropozoonose que compõe um espectro de doenças causadas por protozoários do 

gênero Leishmania. 

Esse grupo de doenças está distribuído mundialmente em regiões tropicais e 

subtropicais, com a capacidade de se adaptar a diferentes ecossistemas e acometer 

diferentes espécies de mamíferos, incluindo o homem. 

Descrita pela primeira vez há mais de 100 anos pelo cientista brasileiro Carlos 

Ribeiro Justiniano Chagas (1879-1934), a doença de Chagas é inicialmente uma 

doença silenciosa, que se desenvolve em dois estágios: fase aguda e fase crônica. A 

fase crônica da doença de Chagas se subdivide em assintomática (indeterminada) e 

sintomática. Cerca de 30-40% dos pacientes crônicos assintomáticos evoluem para 

sintomáticos. 

Entre os mecanismos primários de transmissão aos seres humanos estão: via 

vetor, transfusão de sangue e órgãos, transmissão oral, placentária (ou congênita) e 

através do canal de parto no momento do nascimento. 

A transmissão vetorial da doença de Chagas ocorre, classicamente, pelo 

contato com as fezes do inseto vetor contaminadas com parasitas, após este ter se 

alimentado com o sangue do hospedeiro; ao penetrar no hospedeiro vertebrado, os 

parasitas se multiplicam em uma enorme variedade de células nucleadas, onde 

desenvolvem-se. 

Já as doenças causadas pelo gênero Leishmania são capazes de afetar a pele, 

mucosas e órgãos internos. Estes protozoários são parasitas intracelulares 

obrigatórios das células do sistema fagocítico mononuclear. Apresentam-se em duas 

formas morfológicas principais durante seu ciclo de vida: promastigota, encontrada no 

tubo digestivo do inseto vetor; e amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros 

vertebrados. A transmissão ocorre através da picada do flebotomíneo infectado. 

A doença de Chagas e as leishmanioses têm elevada incidência e ampla 

distribuição geográfica nas Américas e continuam sendo um desafio para os 

programas nacionais e regionais, que requerem um grande esforço técnico, operativo 
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e político para manterem o desenvolvimento sistemático de ações de vigilância, 

prevenção e controle dessas patologias.  

Além disso, observa-se uma limitada disponibilidade de medicamentos para o 

tratamento dessas doenças e, ainda, os medicamentos disponíveis apresentam 

diversos efeitos adversos e tóxicos, além de difícil administração e altas taxas de 

intolerância pelos usuários. 

Assim, a pesquisa por novas drogas antiparasitárias contra diferentes formas 

de T. cruzi e de Leishmania, com menor toxicidade para o usuário, se torna 

necessária. Nesse sentido, a biodiversidade de espécies vegetais brasileiras pode ser 

considerada como fonte dessas substâncias, já que apresenta elevada quantidade de 

compostos bioativos. 

Dentre as plantas com alto potencial medicinal, as do gênero Lonchocarpus 

destacam-se por apresentarem componentes químicos bioativos que podem exercer 

diversas atividades biológicas, incluindo a atividade anti-Trypanossoma cruzi. A 

revisão bibliográfica mostra que a espécie Lonchocarpus cultratus (L. cultratus) é 

pouco estudada e, por isso, dentro desse contexto e dando continuidade aos estudos 

do grupo de pesquisa, optou-se por verificar se os extratos obtidos das sementes de 

L. cultratus exercem essa atividade e, ainda, verificar seu potencial como 

leishmanicida e imunomoduladora, além de caracterizar seus constituintes e avaliar a 

citotoxicidade desses extratos.  
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2. OBJETIVO GERAL 

O objetivo deste estudo é avaliar a citotoxicidade, a ação e a atividade 

imunomoduladora dos extratos hexânico, diclorometânico e metanólico obtidos das 

sementes de Lonchocarpus cultratus contra os parasitas Trypanossoma cruzi e 

Leishmania amazonenses, além investigar os possíveis mecanismos envolvidos 

nessas atividades.  

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Analisar a citotoxicidade dos extratos obtidos das sementes de 

Lonchocarpus cultratus sobre macrófagos peritoneais de Balb/C;  

• Analisar a produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos peritoneais 

estimulados pelos extratos; 

• Analisar a inibição da liberação de NO pelos extratos em macrófagos 

peritoneais estimulados pelo lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano; 

• Analisar a atividade dos extratos sobre as formas tripomastigota e 

amastigota de Trypanossoma cruzi in vitro; 

• Analisar a atividade dos extratos sobre as formas promastigota e amastigota 

de Leishmania amazonensis in vitro; 

• Analisar a secreção de interleucina 1β e de interleucina 10 (IL-1β e IL-10) 

por macrófagos peritoneais previamente infectados por Leishmania 

amazonensis e estimulados pelos extratos. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. Doenças tropicais negligenciadas 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) define as Doenças Tropicais 

Negligenciadas (DTNs) como doenças tropicais endêmicas e epidêmicas crônicas, 

que têm um impacto negativo significativo sobre a vida das populações pobres, 

permanecendo criticamente negligenciadas na agenda global de saúde pública 

(PAHO/WHO, 2018). Compõem um grupo de doenças causadas por agentes 

infecciosos ou parasitas e, juntas, afetam de 2 a 7 bilhões de pessoas que vivem com 

menos de U$ 2 dólares por dia, causando milhões de mortes e condições de invalidez 

anualmente (VASCONCELOS; KOVALESKI; JUNIOR, 2015). Esse grupo de doenças 

traz graves consequências econômicas, psicológicas e sociais, que incapacitam 

milhões de pessoas atingidas (DIAS e DESSOY, 2013). 

A razão pelo maior acometimento da população de países subdesenvolvidos é 

consequência do processo desigual de desenvolvimento econômico mundial, haja que 

a prevalência das DTNs está diretamente ligada à dificuldade de desenvolvimento da 

comunidade, à marginalização e pobreza extrema (VASCONCELOS; KOVALESKI; 

JUNIOR, 2015). 

A maioria das DTNs apresenta baixo índice de mortalidade, contudo, desfigura 

ou incapacita o paciente acometido. O impacto que estas consequências têm na 

população pode ser determinado, para cada doença, pelo índice “Anos de Vida 

Ajustado por Incapacidade”, do inglês, Disability Adjust Life Years (DALYs), calculado 

a partir da soma dos anos de vida perdidos devido à morte prematura e/ou 

incapacitação dos doentes que poderiam gerar o desenvolvimento econômico de sua 

região (VASCONCELOS; KOVALESKI; JUNIOR, 2015). 

Apesar dos prejuízos causados pelas DTNs, o financiamento que existe para 

pesquisas nesse âmbito não resulta em avanços terapêuticos. Isso ocorre devido à 

pequena relevância que a indústria farmacêutica proporciona a esse objeto de estudo, 

motivada pelo baixo retorno lucrativo, visto que a população atingida por essas 

doenças é de baixa renda e, em geral, presente nos países em desenvolvimento 

(BAKER et al., 2010; CONTEH; ENGELS; MOLYNEUX, 2010; DECIT, 2010; 

GYAPONG et al., 2010; LIESE; ROSENBERG; SCHRATZ, 2010). 

Segundo lista da OMS (PAHO/WHO, 2017), existem 21 DTNs em todo o 

mundo, sendo que cada país possui pelo menos uma delas de forma endêmica. As 

infecções podem ser causadas por vírus, bactérias, protozoários ou helmintos. Dentre 
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as patologias causadas por protozoários estão a Doença de Chagas e a Leishmaniose 

(VASCONCELOS; KOVALESKI; JUNIOR, 2015; PAHO/WHO, 2018).  

Estima-se que no mundo existam oito milhões de pessoas infectadas pelo T. 

cruzi, sendo 5,7 milhões de pessoas em 21 países da América Latina. Além disso, 

calcula-se que 70 milhões de pessoas estejam em risco de contrair a doença (DNDI, 

2017). 

Quanto à leishmaniose, estima-se que esta afeta atualmente pelo menos 12 

milhões de pessoas, com uma incidência estimada de 2 milhões de novos casos 

anuais (1,5 milhão de leishmaniose cutânea e 500.000 de forma visceral) em 88 

países (WHO, 2017). 

 

3.2. Doença de Chagas 

A Doença de Chagas, também conhecida como Tripanossomíase Americana, 

é causada pelo protozoário flagelado T. cruzi (WHO, 2017), tendo sido descrita pela 

primeira vez em 1909 pelo cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1879-

1934).  

Mesmo com os avanços no controle da doença em países endêmicos, mais de 

um século após esta descoberta, a enfermidade se mantém como um processo 

mórbido e relevante para a saúde pública de diversos países no mundo, 

principalmente de regiões tropicais com baixo desenvolvimento social (OPAS, 2009). 

O agente etiológico da doença de Chagas, o T. cruzi, é transmitido 

principalmente (mais de 80% das infecções registradas) por insetos hemíptera – 

triatomíneos -, que têm nomes diferentes em diferentes lugares nas Américas: 

“barbeiro”, vinchucas”, “pitos”, “chirimachas” entre outros (ARGOLO et al., 2008; 

PAHO, 2019). 

Dentro desta subfamília de insetos hematófagos, a maioria dos casos da 

doença de Chagas são atribuíveis às seguintes espécies domésticas, sendo os 

principais vetores para a transmissão do parasita: Rhodnius prolixus, Triatoma 

dimidiata e Triatoma infestans (GALVÃO; CARVALHO; ROCHA, 2003; COURA, 2015; 

VASCONCELOS; KOVALESKI; JUNIOR, 2015; PAHO, 2019).  

O T. cruzi tem como principal característica estrutural a presença de um flagelo 

e ciclo de vida com diversas morfologias, denominadas como: tripomastigota 

sanguícola, epimastigota, tripomastigota metacíclica e amastigota, representadas na 

figura 1 (FIOCRUZ, 2009; CDC, 2019). 
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Figura 1 Microscopia óptica das diferentes formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A) Formas 
tripomastigotas sanguíneas de T. cruzi; B) Formas epimastigotas de T. cruzi; C) Formas tripomastigotas 
metacíclicas de T. cruzi; D) Formas amastigotas de T. cruzi. Fonte: CARVALHO, 2020 adaptado. 
Disponível em: <http://chagas.fiocruz.br/organizacao-estrutural/> Acesso em 27/01/2020. 

 

A forma tripomastigota é alongada e o flagelo se estende por toda a célula e 

torna-se livre somente na porção anterior. É encontrada na circulação sanquínea do 

hospedeiro vertebrado – tripomastigota de corrente sanguínea (Figura 1 a), podendo 

estar presente também nos espaços intersticiais celulares, no líquido 

cefalorraquidiano, leite, esperma e em culturas celulares laboratoriais. As formas 

tripomastigotas são chamadas de tripomastigotas metacíclicas (Figura 1 c) quando 

liberadas nas fezes do vetor, sendo responsáveis então, pela infecção do hospedeiro 

vertebrado (ARGOLO et al., 2008). 

A forma epimastigota (Figura 1 b) também é alongada, mas com o flagelo livre. 

Esta é a forma de replicação no vetor, que se encontra no intestino médio do inseto e 

nos meios líquidos de culturas laboratoriais (REY, 2001). A forma amastigota (Figura 

1 d) é arredondada ou ovalada, com um flagelo curto que não se exterioriza. Esta é a 

forma de replicação nas células do hospedeiro vertebrado e pode estar presente nas 

células das fibras musculares estriadas, nas lisas, no sistema fagocítico mononuclear 

e nas culturas celulares (LANA e TAFURI, 2000). 
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O ciclo de vida do protozoário T. cruzi e as respectivas formas morfológicas 

celulares estão representados na Figura 2.  

 

Figura 2 Ciclo de vida de Trypanossoma cruzi, causador da doença de Chagas. Fonte: Adaptado de 
CDC’s Centers for Disease Control and Prevetion (CDC, 2019). Disponível em: 
<https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html> Acesso em 27/01/2020. 

 

O ciclo de vida do T. cruzi se inicia quando um inseto vetor triatomíneo 

infectado, ao se alimentar do sangue do hospedeiro vertebrado, elimina em suas fezes 

e urina o parasita na forma tripomastigota metacíclica. Estas entram no hospedeiro 

através da ferida da picada ou de membranas mucosas intactas, como por exemplo, 

a conjuntiva. Dentro do hospedeiro, as tripomastigotas invadem as células próximas 

ao local de inoculação, onde se diferenciam em amastigotas intracelulares, capazes 

de multiplicarem-se por divisão binária (CDC, 2019). 

As amastigotas multiplicam-se no interior dos macrófagos e em diversos 

órgãos, com predominância do baço, fígado, linfonodos, tecido conjuntivo interstical, 

miocárdio ou músculo esquelético (COURA, 2003; SÁNCHEZ-GONZÁLEZ, et al., 

2016; ROWE et al., 2017). Quando as células estão repletas dessas formas, estas se 

diferenciam em tripomastigotas, que com a ruptura da célula hospedeira, disseminam-

se pela circulação como tripomastigotas de corrente sanguínea. Essas tripomastigotas 

são capazes de infectar uma variedade de tecidos e órgãos e de se transformarem 

em amastigotas intracelulares em novos locais de infecção. Se o indivíduo ou animal 

infectado é picado pelo vetor, as tripomastigotas em seu sangue podem ser 
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transmitidas ao inseto. No intestino médio do inseto, as tripomastigotas ingeridas se 

transformam em epimastigotas. As epimastigotas multiplicam-se neste local e 

diferenciam-se novamente em formas infectantes (tripomastigotas metacíclicas) que 

são eliminadas junto com as fezes e a urina do vetor, fechando assim o ciclo (COURA, 

2003; FIOCRUZ, 2009; SÁNCHEZ-GONZÁLEZ et al., 2016; ROWE et al., 2017; CDC, 

2019).  

Outras vias menos comuns de transmissão incluem transfusões de sangue, 

transplante de órgãos, transmissão transplacentária e a transmissão pela via oral 

(COURA, 2007; 2015; CDC, 2019).  

Com o controle da transmissão vetorial da doença de Chagas no Brasil por seu 

principal vetor, o Triatoma infestans, a transmissão oral de T. cruzi vem ampliando a 

sua relevância epidemiológica, em especial nos contextos da Região Amazônica 

(DIAS, 2016). O mecanismo de transmissão oral de T. cruzi se dá principalmente por 

meio da ingestão das fezes ou urina de triatomíneos ou, ainda, de triatomíneos 

infectados na hipótese de que sejam processados junto com alimentos ou bebidas 

(COURA, 2007; 2015; DIAS, 2016). 

A doença de Chagas se desenvolve em diferentes estágios (TARLETON, 2011; 

GRANJON et al., 2016). Pode ser sintomática ou assintomática, sendo que cerca de 

90% dos pacientes são assintomáticos (BRENER et al., 2000). Seguida a exposição 

ao T. cruzi,  depois da infecção e incubação (que na transmissão vetorial pode ser de 

1 a 2 semanas), inicia-se a fase aguda da doença (GRANJON et al, 2016).   

A grande maioria dos indivíduos infectados com T. cruzi parece controlar, mas 

não elimina completamente a infecção. Infecções agudas graves podem ocorrer 

quando o nível de parasitas circulantes no paciente é alto (aparentemente em alguns 

surtos de infecção oral) ou nos imunossuprimidos (TARLETON, 2011). Nesses casos, 

miocardite e/ou meningoencefalite são comuns e podem ser letais. Caso contrário, os 

sintomas do estágio agudo são geralmente raros ou benignos (por exemplo, febre, 

glândulas linfáticas inchadas, cefaleia e artralgia) (TARLETON, 2011; GRANJON et 

al, 2016). No local da picada do inseto, ocasionalmente pode ocorrer uma reação 

inflamatória à penetração do parasita, com edema cutâneo ou de mucosa, conhecido 

como “chagoma de inoculação”, que são lesões furunculóides, não supurativas, em 

membros, tronco e face, que quando ocorrem nos olhos, denominam-se “sinal de 

Romaña” (conjuntivite unilateral) (COURA, 2003; TARLETON, 2011; COURA, 2015; 

GRANJON et al., 2016). 
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A transição para uma infecção crônica relativamente assintomática (também 

chamada de “fase indeterminada”) é marcada pela geração de um poderoso controle 

imunológico da infecção e uma consequente diminuição dos níveis de parasitas. Os 

parasitas não apenas se tornam menos abundantes em face das respostas imunes 

em desenvolvimento, como também se limitam a apenas certos tecidos do hospedeiro 

(músculo, gordura e sistema nervoso) - não por consequência, também aos locais de 

eventual doença (TARLETON, 2011). 

Cerca de 70% dos pacientes crônicos têm a forma indeterminada da doença 

de Chagas e nunca desenvolverão complicações clínicas graves (RASSI, A. J.; 

RASSI, A.; MARIN-NETO, 2010). No entanto, cerca de 30% poderão evoluir para uma 

de suas três principais formas: forma cardíaca, com miocardite crônica, insuficiência 

cardíaca e eventualmente morte súbita por arritmia cardíaca; forma digestiva, com 

megaesôfago e megacólon; ou forma mista, com cardiopatia e "megas" 

simultaneamente; estes, após um período de latência variando de 10 a 30 anos, 

dispõem de risco de vida (COURA, 2003; GRANJON et al., 2016). 

A cardiopatia chagásica crônica é a forma clínica sintomática mais corriqueira 

da doença de Chagas. Ocorre em aproximadamente 20 a 40% das pessoas infectadas 

e é uma condição potencialmente letal (FERREIRA et al., 2016). As lesões cardíacas 

são primariamente inflamatórias e secundariamente degenerativas (DIAS et al., 2016). 

O sistema imunológico inato parece ter um papel fundamental em pelo menos 

dois aspectos importantes da doença de Chagas: no controle da replicação parasitária 

e na disseminação nos tecidos do hospedeiro; e no processo inflamatório nos tecidos 

hospedeiros infectados, que é uma das principais causas de dano tecidual e disfunção 

orgânica (JUNQUEIRA et al., 2010). 

Quando a forma amastigota está nas células dos tecidos, multiplica-se, 

formando pseudocistos que se rompem, levando a uma reação inflamatória, necrose, 

destruição neuronal e fibrose. Os antígenos liberados pelo parasita ligam-se à 

superfície das células vizinhas, que se tornam alvos de resposta imune celular e 

humoral. Toda vez que o ciclo se reinicia, perpetua-se o processo, provavelmente por 

um mecanismo autoimune com a participação do parasita ou seus antígenos (COURA, 

2003). 

Assim, após intensa replicação nos tecidos do hospedeiro vertebrado na fase 

aguda, as diversas moléculas expressas pelas formas tripomastigotas e amastigotas 

induzem a produção de citocinas pró-inflamatórias como interferon-γ (IFN-γ), 

Interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose tumoral-α (TNFα) que, quando produzidas 
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em níveis adequados, estão associadas a um fenótipo de resistência (ANTUNES e 

CARDONI, 2000; LOURDES, 2013). 

Durante a resposta imune adaptativa na doença de Chagas, a ativação de 

células B levando à produção de níveis substanciais de anticorpos e a ativação 

adequada de linfócitos T CD4+ e CD8+ são essenciais para a diminuição de 

parasitemia na fase aguda e controle da infecção na fase crônica (ROTTENBERG et 

al., 1993, GAZZINELLI e DENKERS, 2006; LOURDES, 2013). 

Na fase crônica, a patogenia da doença de Chagas é mais complexa. Há duas 

teorias: a primeira atribui a miocardiopatia chagásica crônica a múltiplos fatores, 

como: imunodepressão, fibrose e dilatação da microvasculatura associadas a uma 

resposta inadequada do hospedeiro; a segunda, alternativamente, corresponde ao 

modelo histotrópico-clonal, o qual procura relacionar a variabilidade genética do T. 

cruzi com a patogenia da doença (COURA, 2003). 

No Brasil, estima-se que havia de 2 a 3 milhões de indivíduos infectados em 

2013, dos quais 600.000 apresentavam complicações cardíacas e/ou 

gastrointestinais. A doença é responsável por aproximadamente 6.000 óbitos por ano 

no território brasileiro, ou seja, 0,6% de todas as mortes ocorridas no país (BARROS 

e MARKMAN, 2014; MARTINS-MELO, 2014).  

O tratamento da doença de Chagas tem como objetivo, além de eliminar a 

infecção, prevenir lesões em órgãos importantes, como coração, fígado e estômago 

(COURA et al., 1997). Apesar da gravidade das condições clínicas, existem apenas 

dois medicamentos certificados para tratamento: nifurtimox e benznidazol. Essas 

substâncias apresentam ação efetiva apenas em pacientes na fase aguda da doença. 

No entanto, essa fase geralmente apresenta sintomas inespecíficos e a maioria dos 

pacientes só procura assistência médica quando a infecção é crônica, com efeitos 

irreversíveis nos órgãos afetados (MARIN-NETO; SIMÕES; SARABANDA, 1999).  

A eficácia desses medicamentos pode variar de acordo com a área geográfica 

do paciente, provavelmente em consequência da suscetibilidade de diversas cepas 

de T. cruzi ao fármaco empregado (DIAS e COURA, 1997). 

O uso de nifurtimox e benznidazol no tratamento da fase crônica é questionável, 

pois além de efeitos adversos intensos, ambos apresentam baixa eficácia terapêutica 

(CASTRO; MECA; BARTEL, 2006; MORILLO et al., 2015). O uso de nifurtimox 

frequentemente causa anorexia, perda de peso, alterações psíquicas, excitabilidade, 

sonolência e complicações digestivas como náusea, vômito, cólicas intestinais e 

diarreia. No tratamento com benznidazol, as reações adversas mais evidentes são as 
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cutâneas, como hipersensibilidade, dermatite com erupções, edema generalizado, 

febre, linfoadenopatia, dor articular e muscular (CASTRO; MECA; BARTEL, 2006). 

Diante disso, o desenvolvimento de novos fármacos contra o T. cruzi é 

fundamental. Há muito tempo, as plantas medicinais são utilizadas no tratamento de 

doenças parasitárias pela medicina popular e muitos trabalhos corroboram a 

importância terapêutica de produtos naturais na tripanossomíase americana 

(BEZERRA et al., 2012). Compostos bioativos de origem natural, como por exemplo, 

as quinonas, os flavonoides, alcaloides e terpenos, podem ser ativos contra T. cruzi e 

se apresentam como uma direção promissora na busca de drogas eficazes para 

prevenção e tratamento da doença de Chagas (GUIMARÃES e FARIA, 2007).  

3.3. Leishmanioses 

As leishmanioses estão distribuídas mundialmente em regiões tropicais e 

subtropicais, com a capacidade de se adaptarem a diferentes ecossistemas e 

acometerem diferentes espécies de mamíferos como roedores, caninos, marsupiais, 

edentados, carnívoros, primatas e entre estes, humanos. (WHO, 2017; ANVERSA et 

al., 2018). 

São antropozoonoses (BRASIL, 2017) causadas por várias espécies de 

protozoários digenéticos da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero 

Leishmania (ANVERSA et al., 2018), capazes de afetar a pele, mucosas e órgãos 

internos, denominadas respectivamente de leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose 

mucocutânea (LMC) e leishmaniose visceral (LV) (VILELA, 2013; WHO, 2017). 

Em um estudo que caracteriza os indivíduos afetados por doenças tropicais 

negligenciadas e sua distribuição espacial, duas das doenças mais prevalentes 

encontradas foram leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar americana (que 

inclui a leishmaniose cutânea e a mucocutânea), respectivamente (ROSÁRIO et al., 

2017). Essas doenças são resultantes da combinação da infecção pelo parasita com 

os mecanismos imunológicos do hospedeiro, o que facilita a existência de diferentes 

manifestações clínicas, histopatológicas e imunopatológicas (ANVERSA et al., 2018). 

A LC é a forma mais comum da doença e exibe várias apresentações clínicas, 

dependendo das espécies de Leishmania, imunidade do hospedeiro e transmissão 

(CARIDHA, 2019). Geralmente causa lesões desfigurantes, principalmente em partes 

do corpo que são normalmente expostas, como face, braços e pernas. Pode haver 

grande número de lesões, às vezes até 200, que podem causar sérias deficiências. 

Quando as úlceras cicatrizam, elas invariavelmente deixam cicatrizes permanentes, 



22 
 

 

que muitas vezes são causa de preconceitos sociais. Assim, as pessoas afetadas são 

estigmatizadas e têm acesso prejudicado à educação e empregos bem remunerados, 

o que leva a perdas econômicas e danos psicológicos (WHO, 2017).  

Todas as espécies são capazes de produzir as múltiplas lesões, que tendem a 

cicatrizar lentamente, deixando marcas desfigurantes. Nos países do Velho Mundo 

(Europa e Oriente Médio), a LC é causada principalmente por L. major, L. aethiopica 

(transmissão zoonótica) e L. tropica (transmissão antroponótica). A L. aethiopica 

também pode metastatizar para regiões oronasais ou através de toda a pele do corpo 

como LC difusa. A L. infantum causa lesões nodulares geralmente simples, que 

cicatrizam lentamente, mas também podem afetar a região oronasal (CARIDHA, 

2019).  

Nos países do Novo Mundo (Américas), as lesões primárias podem ser únicas 

ou múltiplas, mas a linfadenite e a linfadenopatia são comuns às lesões causadas por 

espécies do subgênero Viannia. Além disso, lesões cutâneas e mucosas secundárias 

podem ocorrer. Os parasitas se espalham para as membranas mucosas, 

especialmente as do nariz, boca e garganta, e podem causar danos extensivos e 

desfiguração, dando origem à leishmaniose mucocutânea (LMC). Esta condição é 

causada principalmente por L. braziliensis e L. panamensis/guyanensis (todas as 

espécies do subgênero Viannia), embora possa resultar da infecção por outras 

espécies (BRASIL, 2017; CARIDHA, 2019). 

A leishmaniose disseminada (LD) é outra manifestação clínica mais associada 

a infecções por L. braziliensis, caracterizada pelo desenvolvimento de muitas lesões 

poligóricas tegumentares em várias áreas do corpo. Os parasitas estão presentes em 

pequeno número nas lesões, com sinais de uma forte resposta inflamatória 

(MACHADO, G. U.; PRATES; MACHADO, P. R. L., 2019). No Novo Mundo, outra 

forma rara, mas grave, de doença tegumentar é a leishmaniose cutânea difusa (LCD), 

associada principalmente a infecções por L. amazonensis. A LCD é caracterizada por 

múltiplas placas e nódulos infiltrados e ausência de úlceras ou envolvimento da 

mucosa e, também, pela proliferação descontrolada de parasitas em macrófagos e 

pela ausência de infiltração imune nas lesões (BRASIL, 2017; CARIDHA, 2019). 

A LV, também conhecida como calazar, é uma doença sistêmica crônica que 

afeta principalmente os gânglios linfáticos, o baço, o fígado e a medula óssea e, 

menos comumente, os rins, as placas de Peyer no intestino, os pulmões e a pele 

(ANVERSA et al., 2018). O período de incubação da doença varia de 10 dias a 24 

meses (com média entre 2 e 6 meses). É caracterizada, principalmente, por episódios 
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irregulares de febre, perda de peso substancial, hepatomegalia, esplenomegalia, 

palidez cutâneo/mucosa e diarreia. Frequentemente, exames complementares 

mostram diferentes graus de anemia, trombocitopenia e leucopenia, com predomínio 

marcante de células linfomonocíticas, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia 

(KURSUN et al., 2013; BRASIL, 2014). Se a doença não for tratada, a taxa de 

mortalidade nos países em desenvolvimento pode chegar a 100% em 2 anos 

(ANVERSA et al., 2018).   

Os vetores são as fêmeas dos insetos que têm de 2 a 3 mm de comprimento 

(WHO, 2017), chamados flebotomíneos, pertencentes à ordem Diptera, família 

Psychodidae, subfamília Phlebotominae e gênero Phlebotomus, no Velho Mundo, e 

Lutzomyia, no Novo Mundo. Aproximadamente 700 espécies de flebotomíneos foram 

descritas, das quais cerca de 30 espécies são vetores comprovados de leishmaniose 

e mais de 40 espécies adicionais são vetores suspeitos (ANVERSA et al., 2018). 

Os protozoários do gênero Leishmania pertencem à família Trypanosomatidae, 

e são parasitas intracelulares obrigatórios das células do sistema fagocítico 

mononuclear. A Leishmania apresenta duas formas morfológicas principais durante 

seu ciclo de vida: promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e 

amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (Figura 3) (BRASIL, 

2017; ANVERSA et al., 2018). 

 

 

Figura 3 Formas morfológicas de Leishmania sp. a) Promastigotas de cultura de Leishmania sp..; b) 
Amastigotas de Leishmania sp. em raspagem de tecido corado com Giemsa. Fonte: CDC’s Division of 
Parasitic Diseases. Disponível em: Image gallery <https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html> 
Acesso em 27/01/2020. 

 

O ciclo de vida e a transmissão por parasitas de Leishmania spp. ocorrem 

quando a fêmea do flebotomíneo infectado, conhecido como mosquito palha, inocula 

as formas promastigotas metacíclicas, juntamente com a saliva, durante a 

hematofagia. (figura 4).  Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, estas formas são 
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fagocitadas por células do sistema fagocítico mononuclear do hospedeiro vertebrado 

e, no seu interior, se diferenciam em formas amastigotas que se multiplicam por 

divisão binária (ANVERSA et al., 2018). 

As formas amastigotas imóveis são esféricas ou ovais e medem cerca de 2,5-

5,0 µm de diâmetro. Elas têm um cinetoplasto localizado próximo ao núcleo. As formas 

amastigotas são liberadas pela ruptura dos macrófagos, sendo capazes de infectar 

novos macrófagos. Assim, as fêmeas de flebotomíneos são infectadas durante a 

alimentação do sangue em um hospedeiro vertebrado pela ingestão de sangue e/ou 

macrófagos contendo linfa intersticial possuindo macrófagos parasitados por formas 

amastigotas de Leishmania. (KUMAR e ENGWERDA, 2014; ANVERSA et al., 2018). 

No trato digestivo do inseto, os amastigotas se diferenciam em promastigotas, 

que são formas alongadas, flageladas, móveis, com cerca de 5-15 µm de comprimento 

e com cinetoplastos localizados entre o núcleo e a extremidade anterior. Ainda no trato 

digestivo do vetor, as formas promastigotas passam por vários estágios - pró-cíclico, 

nectomonato, leptomonato, haptomonato - até se tornarem promastigotas 

metacíclicas, que são infecciosas para o hospedeiro vertebrado (ANVERSA et al., 

2018). 

Altamente adaptadas para uma transmissão bem-sucedida, as promastigotas 

metacíclicas migram para o aparelho bucal do inseto (probóscide). 

Consequentemente, essa forma infectante é inoculada durante a nova hematofagia e 

o ciclo recomeça (ANVERSA et al., 2018). 
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Figura 4 Ciclo de vida dos parasitas do gênero Leishmania, causador da doença leishmaniose. 
Adaptado de CDC’s Centers for Disease Control and Prevetion (CDC, 2019). Disponível em: 
<https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html> Acesso em 27/01/2020. 
 

Diversos mecanismos de adaptação foram desenvolvidos pelo gênero 

Leishmania, não só para a sobrevivência nas condições digestivas agressivas 

encontradas nos flebotomíneos, como também a fim de garantir sua sobrevivência e 

replicação dentro dos macrófagos (ANVERSA et al., 2018). Na corrente sanguínea do 

hospedeiro vertebrado, antes de infectar os macrófagos, a primeira barreira do 

sistema imunológico encontrada pelos parasitas após a transmissão é o sistema do 

complemento. Moléculas presentes na superfície das formas promastigotas 

metacíclicas, como lipofosfoglicano (LPG) e metaloprotease gp63, conferem 

resistência à lise mediada pelo complemento (ANVERSA et al., 2018). 

Após o reconhecimento dos parasitas, os macrófagos são ativados e podem 

fagocitá-los e destruí-los através da geração de explosão oxidativa e produção de 

óxido nítrico (ASSCHE et al., 2011; CARNEIRO, 2016; NASCIMENTO et al., 2017), 

embora os mecanismos de escape dos parasitas sejam difíceis de superar. Infecção 

por Leishmania spp. induz a produção de certas citocinas pelas células infectadas e 

inibe outras a modularem o recrutamento celular local e a diferenciação celular para 

facilitar a reprodução do parasito (LEAL et al., 2014; CASTELLANO et al., 2015). 
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Assim, o painel de citocinas e quimiocinas envolvidas e suas vias de sinalização 

determinam a resposta imune e a evolução das lesões (NASCIMENTO et al., 2017). 

Depois de escapar do ambiente extracelular, os parasitas penetram nas células 

fagocíticas através de interações entre suas moléculas superficiais e receptores dos 

macrófagos.  Esses receptores são descritos como facilitadores da internalização das 

formas promastigotas de diferentes espécies de Leishmania e, dentre eles, estão os 

receptores CR1, CR3, manose-fucose, fibronectina e CR4 (ANVERSA et al., 2018). 

Após a ligação à superfície celular dos macrófagos, as formas promastigotas 

do parasita são endocitadas em um fagolisossomo. Ao contrário das formas 

amastigotas, as formas promastigotas são vulneráveis à degradação ácida e 

hidrolítica do fagolisossomo. Assim, o primeiro mecanismo de defesa do parasita no 

interior dos macrófagos consiste no retardo na formação do fagolisossomo, com este 

processo dependente das moléculas de superfície do LPG, da presença de cálcio e 

da inibição da proteína quinase C (PKC) (TEJLE; MAGNUSSON; RASMUSSON, 

2002; HOLM et al., 2003). 

Uma vez formado o fagolisossomo, as promastigotas tornam-se amastigotas, 

mais resistentes à atividade microbicida dos macrófagos, uma vez que podem inibir 

as enzimas hidrolíticas, a produção de óxido nítrico e também os metabólitos da 

explosão oxidativa (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999). 

A inibição da produção das citocinas envolvidas na resposta pró-inflamatória, 

que envolve a interleucina-1, fator de necrose tumoral alfa e interleucina-6  (IL-1, TNF-

α e IL-6, respectivamente), e da ativação de linfócitos T; a indução de moléculas 

imunossupressoras, como prostaglandina E2 (PGE2), fator de crescimento 

transformador beta (TGF-β) e interleucina-10 (IL-10), estão dentre as estratégias 

desenvolvidas pela Leishmania para escapar da defesa imunológica do hospedeiro 

(CUNNINGHA, 2002; KIMA, 2007). 

Tal como acontece com outras doenças infecciosas e parasitárias, numerosos 

estudos em modelos experimentais estabelecem um “paradigma Th1/Th2” na 

leishmaniose, em que a resistência à doença é conferida por uma resposta Th1 com 

níveis elevados de interferon-gama (IFN-γ), interleucina-12 (IL-12), interleucina-2 (IL-

2) e TNF-α. Isso estimula a função microbicida dos macrófagos e promove a morte de 

parasitas intracelulares, enquanto a suscetibilidade está ligada a uma resposta do tipo 

Th2, com um aumento na produção de interleucinas 4, 5, 10 e 13 (IL-4, IL-5, IL-10 e 

IL-13), inibindo a ativação de macrófagos e contribuindo para o crescimento do 

parasita nas lesões (SHARMA e SINGH, 2009). 
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Entretanto, a resistência ou suscetibilidade a doenças em humanos não é 

explicada exclusivamente pelo padrão de resposta Th1 ou Th2 e a resposta imune 

pode ser fortemente influenciada por fatores como desnutrição, imunidade, supressão 

(por exemplo, a Síndrome da Imunodeficiência Adquirda – SIDA) e, inevitavelmente, 

os componentes genéticos do hospedeiro. (ANVERSA et al., 2018). 

A L-arginina tem sido descrita como um aminoácido essencial para a 

sobrevivência e infectividade da Leishmania (MUXEL et al., 2017). Ela é convertida 

pela arginase em ureia e ornitina, fornecendo o substrato para a produção de 

poliamina (ROBERTS et al., 2004). Foi demonstrado que a ausência de arginase 

prejudica o crescimento do parasita, revelando um papel central para a arginase no 

destino da infecção durante a interação parasita-hospedeiro (DA SILVA et al., 2012). 

Com elevada incidência e ampla distribuição geográfica nas Américas, as 

leishmanioses continuam sendo um desafio para os programas nacional e regional, 

que requerem um grande esforço técnico, operativo e político para manterem o 

desenvolvimento sistemático de ações de vigilância, prevenção e controle destas 

doenças. Além disso, estas doenças são exemplos de DTNs em que se observa uma 

limitada disponibilidade de medicamentos (BATISTA, 2014; BRASIL, 2017; 

PAHO/WHO, 2018). 

O sucesso do tratamento envolve vários fatores, tais como: (1) fatores do 

hospedeiro, como genética, resposta imune e apresentação clínica da doença; (2) 

recursos de tratamento, tais como qualidade da droga, dosagem, duração e conclusão 

da terapia; e (3) características do parasita, como sensibilidade intrínseca da espécie 

e falta de resistência ao medicamento (SUNDAR & SINGH, 2016). 

O fármaco de primeira escolha para o tratamento de leishmaniose no Brasil é 

o antimoniato de metilglucamina, comercializado como Glucantime®. Contudo, a sua 

estrutura, composição e o mecanismo de ação ainda são pouco conhecidos (RATH et 

al., 2003; BRASIL, 2014). Além disso, sua utilização é questionável em razão de sua 

toxicidade, graus de resistência ao parasita, tempo de tratamento, custo elevado e 

forma de administração, que ocorre apenas via parenteral. Em alguns casos, as 

drogas de segunda escolha são Anfotericina B e Pentamidina, que também 

apresentam efeitos colaterais e toxicidade para o hospedeiro (CROFT, 2001; VILELA, 

2018). 

Por conta disso, há diversos estudos com produtos de origem vegetal (SANTIN, 

M.R., et al., 2009) na tentativa de reverter a realidade no tratamento da leishmaniose. 

Isso é possível devido à presença de uma variedade de compostos com bioatividade 



28 
 

 

nas plantas, como alcaloides e flavonoides, que apresentam ampla ação 

antiparasitária, antimicrobiana, analgésica, antifúngica e antioxidante (YAYLI et al., 

2005). 

Nesse sentido, a pesquisa por novas drogas antiparasitárias contra diferentes 

formas de leishmaniose, com menor toxicidade para o usuário, principalmente com 

custo razoável, continua sendo uma prioridade clínica e é fundamental, sobretudo a 

se considerar como fonte para essa busca a grande biodiversidade de espécies 

vegetais brasileiras (RATES, 2001; ANVERSA et al., 2018). 

 

3.4. Ativação de macrófagos 

Os macrófagos têm a habilidade de reconhecer, fagocitar e eliminar alguns 

patógenos e, portanto, exercem papel fundamental na resposta imunológica do 

hospedeiro. A formação dos macrófagos ocorre sequencialmente através dos 

monoblastos e promonócitos residentes na medula óssea e, posteriormente segue 

para os monócitos em sangue periférico, que por fim, originam os macrófagos 

teciduais inflamatórios (MOSSER & EDWARDS, 2008; DAVIES et al., 2013). 

A resposta imune é iniciada através dos macrófagos pelo reconhecimento de 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, do inglês Pathogen 

Associated Molecular Pattern) (KOPP & MEDZHITOV, 2003) que se ligam a 

receptores de reconhecimento de padrões (do inglês Pattern Recognition Receptors 

ou PRRs), induzindo respostas específicas. A ativação do macrófago e sua 

participação no sistema imune inato acontecem principalmente pelo receptor do tipo 

Toll (TLR), onde se inicia uma série de eventos intracelulares envolvendo proteínas e 

fatores de transcrição de inúmeros genes que codificam a produção de diferentes 

mediadores (KAWASAKI e KAWAI, 2014). 

O processo de ativação dos macrófagos é caracterizado por um rápido 

aumento no metabolismo, motilidade e atividade fagocítica. (MOSSER e EDWARDS, 

2008; LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017). A fagocitose de antígenos 

particulados ou o contato com receptores que detectam moléculas presentes nos 

patógenos microbianos em geral atuam como ativador inicial. Entretanto, a atividade 

dos macrófagos pode ser posteriormente aumentada pelas citocinas secretadas pelas 

células T helper ativadas e pelos mediadores da resposta inflamatória. Isto é, em 

relação à eliminação de um patógeno em potencial, os macrófagos ativados são mais 

eficazes do que os macrófagos em repouso. Ativados, eles têm um aumento na sua 

atividade fagocítica, uma capacidade maior de matar os micróbios ingeridos, têm sua 
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secreção aumentada de mediadores da inflamação e uma capacidade aumentada 

para ativar as células T (ROSSOL et al., 2011). 

Durante as duas fases da inflamação, os macrófagos exercem dois papéis 

opostos que contribuem para a destruição do tecido ou para o reparo tecidual. Por um 

lado, eles mostram atividade pró-inflamatória (tipo M1), com propriedades 

microbicidas, que ocorre como resultado da ativação clássica. Por outro lado, para 

exercer funções de reparo tecidual, alternativamente ativados, realizam atividade anti-

inflamatória/regulatória (tipo M2), que está relacionada à resolução da inflamação. 

(LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). 

No estágio inicial da doença de Chagas, os macrófagos induzem uma cascata 

de citocinas: incialmente produzem IL-12, que é importante principalmente no controle 

inicial da infecção (ANTUNES e CARDONI, 2000) e que atuam nas células NK para 

induzir a síntese de INF- γ, o que, por sua vez, aumenta a produção de IL-12, TNF- α 

e NO nos macrófagos, contribuindo para a morte do parasita. Essa resposta 

inflamatória inicial leva à polarização do M1 (BRENER e GAZZINELLI, 1997; 

CAMARGO et al., 1997; ZANLUQUI et al., 2015). Ao mesmo tempo, macrófagos e 

células NK sintetizam citocinas reguladoras como IL-10 e IL-4 para reduzir os efeitos 

nocivos associados à estimulação excessiva do sistema imunológico (SATHLER-

AVELAR et al., 2009; ZANLUQUI et al., 2015). A IL-4, associada à IL-10, modula a 

produção de IFN-γ e fornece resistência contra a infecção por T. cruzi 

(ABRAHAMSOHN; da SILVA; COFFMAN, 2000; ZANLUQUI et al., 2015). Essa nova 

mudança ambiental leva à polarização M2. Assim, a infecção por T. cruzi estimula a 

ativação de macrófagos do tipo M1 e M2 durante as fases iniciais (ZANLUQUI et al., 

2015). 

In vitro, os macrófagos podem ser ativados por citocinas do tipo T helper (Th) 

1, como IFN-γ, e produtos bacterianos, como o lipopolissacarídeo (LPS), para se 

tornarem pró-inflamatórios. Estas células subsequentemente expressam moléculas 

altamente destrutivas, tais como espécies reativas de oxigênio (EROs), óxido nítrico 

(NO), radicais livres de oxigênio e enzimas proteolíticas (LAWRENCE e NATOLI, 

2011). Embora todos esses produtos sirvam para destruir microrganismos, eles 

também são tóxicos para os macrófagos e podem induzir a apoptose (LLOBERAS; 

MODOLELL; CELADA, 2017). 

Nos mamíferos, o NO pode ser produzido por três diferentes isoformas da 

enzima óxido nítrico sintase, do inglês nitric oxide synthase (NOS), a partir de L-

arginina como substrato. As isozimas são referidas como neuronal (nNOS ou NOS I), 
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induzível (iNOS ou NOS II) e endotelial (eNOS ou NOS III) (FORSTERMANN e 

SESSA, 2011). A iNOS geralmente não é expressa nas células, mas sua expressão 

pode ser estimulada em praticamente qualquer célula ou tecido por lipopolissacarídeo 

bacteriano, citocinas e outros agentes. Quando é induzida em macrófagos, a iNOS 

produz grandes quantidades de NO, que representa um dos principais princípios 

citotóxicos dessas células (NATHAN e HIBBS, 1991; FORSTERMANN e SESSA, 

2011). 

O mecanismo pelo qual a L-arginina é processada durante as fases pró e anti-

inflamatória é característico da ativação de macrófagos. IFN-γ e/ou LPS induzem a 

iNOS, que cataboliza a L-arginina em OH-arginina e depois em NO.  Por outro lado, 

quando os macrófagos são ativados por IL-4, IL-10 ou IL-13 para se tornarem anti-

inflamatórios, a arginase 1 é produzida (VAN DEN BOSSCHE, J., et al., 2012). Esta 

enzima cataboliza a L-arginina em ureia e ornitina, que são então metabolizadas em 

prolina e poliaminas (putrescina, espermidina e espermina). As poliaminas induzem a 

proliferação celular e a prolina é necessária para a produção de colágeno 

(LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017). 

Portanto, durante a fase anti-inflamatória, os macrófagos catalisam a 

reconstrução dos tecidos danificados, desencadeando a proliferação celular e a 

reconstrução da matriz extracelular, esta última ocorrendo durante as fases finais da 

inflamação. Enquanto a destruição tecidual está associada à produção de NO, a 

reparação tecidual é caracterizada pela produção de poliaminas e prolina 

(LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017). 

Existe uma forte correlação entre L-arginina, macrófagos e doenças 

parasitárias, dependendo de como a L-arginina é catabolizada pelos macrófagos. Os 

produtos dessas células podem destruir parasitas (NO) ou, alternativamente, induzir 

seu crescimento (poliaminas). No caso dos parasitas, a captação maciça de L-arginina 

pelos macrófagos produz uma depleção de L-arginina no microambiente, afetando a 

proliferação e a função das células T (LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017).   

Os macrófagos são as células hospedeiras finais para a proliferação de 

parasitas de Leishmania e essas células são a chave para uma resposta controlada 

ou exacerbada que culmina nas manifestações clínicas das leishmanioses. Sugere-

se que um equilíbrio entre a resposta microbicida inicial (M1) seguida por uma 

resposta restaurativa (M2) em períodos posteriores proporcionaria o maior benefício 

para o hospedeiro. No entanto, mais estudos são necessários para elucidar 
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completamente o equilíbrio entre estas duas populações principais de macrófagos no 

controle da infecção por Leishmania (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). 

O controle das infecções por T. cruzi é criticamente dependente da ativação de 

macrófagos mediada por citocinas, levando à morte intracelular do parasita. A 

polarização M1 está intimamente ligada à eliminação de parasitas e a polarização M2 

pode ser eficaz na prevenção da progressão da patologia oxidativa e inflamatória na 

doença de Chagas (ZANLUQUI, et al., 2015). 

Todos os eventos acima citados, entre outros que envolvam os macrófagos e 

o sistema imune, necessitam de regulação, assim como outros sistemas biológicos. 

Quando a resposta imune é iniciada, mecanismos devem existir para controlar a 

extensão dos seus efeitos e regulá-la de tempos em tempos. Dentre os agentes 

terapêuticos capazes de alterar as respostas imunológicas, estão os 

imunomoduladores. Parte dessa ação pode ocorrer devido ao efeito direto sobre as 

células imunológicas, que pode ser avaliado através de testes in vitro adequados para 

medir a supressão ou a estimulação dos sistemas celulares testados (LU et al., 2004). 

3.5. Lonchocarpus cultratus 

O gênero Lonchocarpus pertence à família Fabaceae, à subfamília 

Leguminosae, à subfamília Papilionoideae, e compreende mais de 100 espécies 

distribuídas na América tropical, na África, nas ilhas do Caribe, Madagascar e 

Austrália (MAGALHÃES et al., 1996). No Brasil, foram identificadas 24 espécies 

nativas (MAGALHÃES et al., 2000). 

Diferentes espécies de Lonchocarpus demonstraram a presença de 

flavonoides, chalconas, pterocarpanos, derivados de dibenzoílmetano e rotenóides 

em estudos fitoquímicos realizados anteriormente (MAGALHÃES et al., 1997; 2000; 

BORGES-ARGÁEZ; PEÑA-RODRIGUEZ; WATERMAN, 2002; LAWSON; 

KAOUADJI; CHULIA, 2010).  

Um exemplo de espécie de Lonchocarpus que sintetiza flavonoides é a 

Lonchocarpus xuul, um tipo de árvore endêmica da Península de Yucatán, no México. 

A publicação de Monache et al. (1978) identificou nas sementes da planta três 

chalconas: lonchocarpina, derricina e 4- hidroxilonchocarpina. As cascas do caule 

também foram estudadas e nelas foram identificados diversos flavonoides (BORGES-

ARGÁEZ; PEÑA-RODRÍGRUES; WATERMAN, 2000). 

Borges-Argaéz et al. (2007) isolaram da raiz de L. xuul a isocordoína, um tipo 

de chalcona com atividade leishmanicida. Estudos posteriores com a isocordoína 
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mostraram atividade contra epimastigotas de T. cruzi (BORGES-ARGÁEZ et al., 

2009). O mesmo grupo de pesquisa também isolou das raízes dessa planta a 4’,5-

dimetoxi-(6,7:2”,3”)-6”,6”- dimetilpiranoflavona e a lonchocarpina, avaliando e 

comprovando a atividade anti-T. cruzi de ambas as substâncias (BORGES-ARGÁEZ 

et al., 2009). Um potente efeito anti-Leishmania também foi verificado em estilbenos 

isolados do extrato metanólico das folhas e caule de Lonchocarpus nicou, planta 

nativamente peruana conhecida popularmente como “barbasco”. (FUCHINO et al., 

2013). 

O efeito anti-inflamatório da lectina de sementes de Lonchocarpus araripensis 

foi demonstrado em camundongos (PIRES et al., 2016) e em modelos de ratos com 

inflamação aguda (PIRES, 2019), indicando potencial papel modulador da planta em 

eventos inflamatórios celulares. 

Na espécie Lonchocarpus chiricanus, uma classe de árvore nativa do Panamá, 

as propriedades do extrato diclorometânico das cascas das raízes foram estudadas 

frente à Cladosporium cucumerinum, uma espécie de fungo fitopatogênico, e contra 

as larvas do mosquito Aedes aegypti. Em ambos os testes, foram observados 

resultados satisfatórios, revelando o potencial farmacológico da planta (IOSET et al., 

2001). 

A espécie Lonchocarpus cultratus (Vell.) A.M.G. Azevedo & H.C. Lima é uma 

espécie arbórea nativa que pertence à família Fabaceae e, por ter problemas de 

taxonomia, apresenta grande variedade de sinonímias, como: Pterocarpus cultratus, 

Neuroscapha guilleminiana, Lonchocarpus neuroscapha, Lonchocarpus 

guilleminianus, Derris guilleminiana, Neuroscapha pubigera e Neuroscapha martiana 

(SILVA & TOZZI, 2012). Sua classificação botânica está apresentada na Tabela 1: 

Tabela 1 Classificação botânica de L. cultratus. 

Classificação Lonchocarpus cultratus 

Reino Plantae 

Sub-reino Tracheobionta 

Superdivisão Spermatophyta 

Divisão Magnoliophyta (Angiospermae) 

Classe Spermatophyta 

Subclasse Rosidae (Eurosídeas I) 

Ordem Fabales 

Família Fabaceae 

Subfamília Faboideae/Papilionoideae 

Gênero Lonchocarpus 

Espécie Lonchocarpus cultratus (Vell.) A.M.G. Azevedo & H.C. Lima. 

(SOUZA e LORENZI, 2012). 
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A planta também é identificada com vários nomes populares, dependendo da 

região onde é nativa. No Brasil, é conhecida como cabelouro, na Bahia; embira-

branca, em São Paulo; embira-d’anta e embira-de-macaco, no Espírito Santo; embira-

de-carrapato, em Minas Gerais; embira-de-sapo, nos estados de Minas Gerais, Rio 

de Janeiro, Santa Catarina, São Paulo e Distrito Federal; imbira-de-caboclo, no 

Paraná; piaca, em Pernambuco; e rabo-de-macaco, em Santa Catarina (SILVA e 

TOZZI, 2012).  

L. cultratus floresce entre dezembro e janeiro e a maturação de seus frutos 

ocorre durante os meses de maio a agosto. É um tipo de árvore que varia de 4 a 30 

m de altura, com tronco de 40–50 cm de diâmetro. A madeira é relativamente pesada, 

dura, compacta, suscetível a polimento e moderadamente resistente ao ataque de 

organismos xilófagos. (LORENZI, 2002). 

 

 

Figura 5 Fotos de Lonchocarpus cultratus (a): vista geral da árvore, (b) e (c): galhos, folhas e frutos 
(GRIEBLER, 2017). 

A árvore de L. cultratus cresce usualmente em matas ciliares ou em florestas 

tropicais sazonalmente secas e úmidas. Sua distribuição é restrita à América do Sul, 

principalmente Bolívia, Brasil, Colômbia, Equador e Peru. No Brasil, é comum em 

todas as regiões, especialmente no Rio de Janeiro, Minas Gerais, São Paulo e Paraná 

(LORENZI, 2002). 

A caracterização dos metabólitos secundários de L. cultratus não foi elucidada, 

embora alguns de seus constituintes tenham sido identificados. Magalhães et al. 

(2002) observaram no extrato das raízes alcaloides polihidroxilados e derivados 

acetilados de 2,5-trans-dihidroximetil-3,4-transdihidroxipirrolidine, 1-

deoximannojirimicina, 1- deoxinojirimicina, fagomina e homonojirimicina. 

Anteriormente, Mello, et al. (1973 e 1974) isolaram nas raízes da planta o triterpeno 

β-amirina e as chalconas cordoina, derricina e isocordoína, além de misturas de 



34 
 

 

lonchocarpina, dihidrocordoina, isocordoína, 4-hidroxilonchocarpina, 4-

hidroxiderricina, 4-hidroxiisocordoína e 4- hidroxicordoina. 

Diversos trabalhos relataram as propriedades biológicas da lonchocarpina, um 

dos constituintes de L. cultratus. A lonchocarpina exibiu efeitos gastroprotetores ao 

inibir a atividade da H +, K + - ATPase (REYES-CHILPA et al., 2006). Também exibiu 

propriedades anti-inflamatórias e anti-edematogênicas agudas em um modelo de 

edema de pata (FONTENELE et al., 2009). Além disso, extrato hexânico das hastes 

de Deguelia duckeana, que contém uma mistura de componentes e entre eles, a 

lonchocarpina, mostrou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus (LIMA 

et al., 2013). Outro estudo relatou que a lonchocarpina inibiu a produção de óxido 

nítrico em células microgliais BV2 estimuladas por lipopolissacarídeos (LI et al., 2015).  

Jeong et al. (2017) demonstraram que a lonchocarpina suprimiu a produção de 

EROs e a morte celular em astrócitos primários tratados com peróxido de hidrogênio 

(H2O2), concluindo que a lonchocarpina exibiu um efeito citoprotetor nos astrócitos, 

reduzindo o estresse oxidativo e aumentando a expressão de enzimas antioxidantes. 

É possível perceber o potencial farmacológico indicado em diversas espécies 

de Lonchocarpus sp. Diante da variedade de metabólitos e de propriedades biológicas 

apresentadas por essas plantas, considera-se o estudo de L. cultratus importante para 

o desenvolvimento de novos princípios ativos, visto que este espécime representa 

uma fonte potencial para diversos usos na área farmacêutica, confirmando a 

etnofarmacologia como uma abordagem importante na busca de novas drogas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1.  Obtenção dos extratos e caracterização 

As sementes de L. cultratus analisadas foram coletadas de um espécime 

localizado às margens da Lagoa do Parque Municipal de Cascavel-PR, Brasil (S 

24.96308° e O 53.43674°), em maio de 2015. O comprovante de espécime foi 

depositado no Herbário de UNIOESTE (UNOP nº. 1889). 

As sementes coletadas foram secas em estufa de ar circulante (<40°C) e 

moídas em moinho de facas. O material vegetal obtido foi submetido a sucessivas 

macerações por exaustão em hexano e filtrado e concentrado num evaporador 

rotativo sob pressão reduzida, produzindo o extrato hexânico (LHS). O resíduo vegetal 

remanescente após filtração foi submetido à maceração acima, utilizando solvente de 

diclorometano em vez de hexano, produzindo o extrato diclorometânico (LDS). 

Posteriormente, o processo foi repetido usando metanol como solvente de extração e 

obtendo o extrato metanólico (LMS).  

Os espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) foram obtidos usando 

os espectrômetros Varian (Mercury Plus, BB 300 MHz) e Bruker (500 MHz) no 

Departamento de Química da Universidade Estadual de Maringá-PR (UEM), Brasil, 

usando CDCl3 como solvente e trimetilsilano (TMS) como referência interna. A 

caracterização química de cada extrato (LHS, LDS e LMS) foi realizada por RMN de 

1H, comparando os sinais de 1H com os descritos na literatura. 

 

4.2. Preparo das soluções-mãe  

As soluções-mãe dos três extratos foram preparadas na concentração de 40 

mg/mL em dimetilsulfóxido (DMSO). A partir dessas soluções-mãe, com até um 

máximo de 0,6% de DMSO, foram preparadas as concentrações 1,gggnnnnn  10, 15, 

50, 100, 150 e 175 µg/mL, diluídas em meio de cultura – Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI) Gibco®, suplementado com 10% (v/v)  de soro fetal bovino (SFB), 100 

μg/mL de estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina para a realização dos ensaios. 

 

4.3.  Obtenção de macrófagos da cavidade peritoneal de camundongos 

Para a obtenção dos macrófagos peritoneais, camundongos Balb/c adultos de 

aproximadamente 2 meses de idade foram adquiridos do biotério central da Unioeste, 

e então eutanasiados com Xilazina (60 mg/kg) e Quetamina (270 mg/kg). Todos os 

experimentos que utilizaram animais foram realizados de acordo com o Comitê de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Paraná 
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(UNIOESTE) Nº 47/17 (em anexo). Foi realizado o procedimento de exposição do 

peritônio do animal, seguido de assepsia do local e infusão de 10 mL de solução salina 

tamponada (do inglês, phosphate buffered saline - PBS) estéril a 4 ºC. Posteriormente 

foi realizada massagem na região peritoneal exposta para a obtenção dos 

macrófagos. Depois de realizada a massagem, por aproximadamente 1 minuto, o PBS 

foi retirado com a mesma agulha e seringa de infusão. A suspensão resultante foi 

transferida para um tubo cônico estéril e centrifugada a 1500 rotações por minuto 

(rpm) a 4 ºC por 6 minutos. 

Para a realização dos experimentos nos quais se determinou a viabilidade 

celular e a produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos peritoneais frente à 

diferentes concentrações de extratos de L. cultratus, o “pellet” de células obtido após 

centrifugação foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI Gibco®, suplementado com 

10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 100 μg/mL de estreptomicina e 100 UI/mL de 

penicilina). A partir disso, foi realizada a contagem dos macrófagos em Câmara de 

Neubauer e ajuste de volume para a concentração de 2x105 células por poço. Estas 

foram, então, distribuídas em placas de 96 e 24 poços e incubadas por 2 horas a 37 

ºC sob 5% de dióxido de carbono (CO2). 

As células não aderentes foram removidas por lavagem com PBS a 37 ºC e, 

em seguida, foram adicionadas aos poços as concentrações estabelecidas dos 

extratos de L. cultratus diluídos em RPMI. O tempo de incubação do tratamento das 

células com os extratos foi de 48 horas.  

 

4.4. Determinação da viabilidade celular (citotoxicidade) 

Para esta análise foi utilizado o método descrito por Mosmann (1983) com 

modificações. Os macrófagos peritoneais previamente obtidos foram plaqueados a 2 

x 105 células por poço, em placas de 96 poços, que foram incubadas a 37 ºC sob 5% 

de CO2 por 2 horas para a aderência das células. O sobrenadante (meio de cultura) 

foi retirado e então adicionado aos poços o tratamento, que consistiu em: as diferentes 

concentrações dos extratos de L. cultratus; somente meio de cultura (RPMI) como 

controle negativo (CN) e DMSO (diluído em meio RPMI) como controle branco (CB). 

As células em tratamento ficaram incubadas a 37ºC sob 5% de CO2 por 48 horas. Em 

seguida os sobrenadantes foram retirados e, então, adicionados 200 μL MTT (brometo 

de [3-metil-(4-5-48 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazólio]) a 5 mg/mL diluídos em  

EBSS (solução balanceada de Eagle), e a placa foi novamente incubada a 37 ºC sob 

5% de CO2 por 3 horas.  
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Durante o tempo de incubação, formaram-se cristais de formazan, sendo estes 

visualizados no microscópio antes da retirada dos sobrenadantes dos poços. Os 

sobrenadantes foram removidos e os cristais de formazan foram dissolvidos em 

DMSO puro. Aguardaram-se 10 minutos para a total solubilização dos cristais de 

formazan para a realização da leitura em leitor de microplaca a um comprimento de 

onda de 550 nm. Os dados foram expressos em porcentagem (%), sendo 

considerados 100% viáveis os poços que continham somente meio de cultura (RPMI). 

As diferentes porcentagens de viabilidade obtidas dos compostos possibilitaram 

determinar a concentração citotóxica dos extratos necessária para causar a morte de 

50% das células viáveis (CC50). 

 

4.5.  Avaliação do efeito dos compostos na secreção de óxido nítrico 

Para esta análise foi utilizado o método descrito por Green et al. (1982) com 

modificações. Após a aderência dos macrófagos peritoneais, conforme o item 4.3, o 

sobrenadante (meio de cultura) foi retirado e então adicionado aos poços o 

tratamento, que consistiu em: as diferentes concentrações dos extratos de L. cultratus; 

somente meio de cultura (RPMI) como controle negativo. 

As células em tratamento ficaram incubadas a 37 ºC sob 5% de CO2 por 48 

horas. Em seguida, 50 μL dos sobrenadantes foram passados para outra placa de 96 

poços para a reação com 50 μL do reagente de Griess [solução 1:1 de 

naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em ácido orto-fosfórico 5% (v/v) e sulfonamina p-

aminobenzeno 1% (p/v) em ácido fosfórico 5% (v/v)]. Após 10 minutos para a 

estabilização da formação do produto (composto azo), foi realizada a leitura em leitor 

de microplaca a 550 nm.  

Lipopolissacarídeo (LPS) a 1 μg/mL, homogeneizado em vortex, foi utilizado 

como controle positivo (CP) desse ensaio e DMSO (diluído em meio RPMI) como CB. 

Essa técnica é indireta por detectar a quantidade de nitrito presente na amostra e, 

indiretamente, a quantidade de NO. Os dados foram expressos em micromolar (µM), 

através de curva-padrão obtida com concentrações molares conhecidas de NaNO2 

em meio RPMI.  

 

4.6. Avaliação da inibição da liberação de NO pelos extratos em macrófagos 

peritoneais estimulados pelo lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano 
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Para esta análise foi utilizado o método descrito por Green et al., 1982, com 

modificações. Após a aderência dos macrófagos peritoneais, conforme item 4.3, o 

sobrenadante (meio de cultura) foi retirado e as células foram submetidas ao 

tratamento com os extratos concomitante ao estímulo por LPS 1 μg/mL. O tratamento 

consistiu, portanto, nas diferentes concentrações dos extratos de L. cultratus; DMSO 

como controle branco; LPS como controle positivo para a produção de NO e controle 

negativo do teste, somente RPMI sem a adição de LPS. 

As células em tratamento ficaram incubadas a 37 ºC sob 5% de CO2 por 48 

horas. Em seguida 100 μL dos sobrenadantes foram passados para outra placa de 96 

poços, para a reação com 50 μL do reagente de Griess [solução 1:1 de 

naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em ácido orto-fosfórico 5% (v/v) e sulfonamina p-

aminobenzeno 1% (p/v) em ácido fosfórico 5% (v/v)]. Após 10 minutos para a 

estabilização da formação do produto (composto azo) foi realizada a leitura em leitor 

de microplaca a 550 nm.  

Os dados foram expressos em micromolar (µM), calculados por regressão 

linear, utilizando curva-padrão obtida com concentrações molares conhecidas de 

NaNO2 em meio RPMI. A partir da concentração em µM, foi possível calcular a 

prcentagem de inibição através da fórmula (LOPES, 2004): 

Inibição (%) = (
A − B

A − C
) ∗ 100 

 Em que A é o resultado do controle LPS, B é o resultado do tratamento testado 

mais LPS e C é o resultado dos poços que receberam apenas meio RPMI. 

 

4.7. Avaliação da atividade tripanocida dos extratos sobre formas 

tripomastigotas in vitro 

A avaliação da atividade tripanocida sobre as formas tripomastigotas seguiu 

metodologia descrita por Meira et al. (2016) com modificações. Formas 

tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y isolada de caso clínico humano) foram obtidas por 

meio de células da linhagem Vero (fibroblastos de rim de macaco verde da África) 

previamente infectadas com o sangue de camundongos infectados com T. cruzi. Estas 

células foram utilizadas como hospedeiras para a manutenção do ciclo de T. cruzi in 

vitro. 

As tripomastigotas foram mantidas em garrafas de cultivo celular (que 

continham as células Vero infectadas) com meio RPMI (suplementado com 10% de 
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soro fetal bovino (SFB), 100 μg/mL de estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina). As 

garrafas de cultivo permaneceram em estufa, a 37 ºC sob 5% de CO2. As 

tripomastigotas ficam no sobrenadante das garrafas de cultivo e, para a realização 

dos ensaios, os sobrenadantes das garrafas eram retirados e centrifugados a 4000 

rpm por 30 minutos antes da contagem em câmera de Neubauer. 

Em placas de 96 poços foram adicionados os parasitas, em uma concentração 

de 1x105 parasitas por poço e, então, adicionadas as diferentes concentrações dos 

extratos de L. cultratus (1, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 μg/mL) diluídos em meio RPMI 

previamente. 

Alíquotas foram retiradas para contagem em câmara de Neubauer nos tempos 

de 24 e 48 horas após a adição dos extratos. A contagem foi realizada em microscópio 

óptico para comparação do número de parasitas tratados em diferentes 

concentrações do extrato em relação ao número de parasitas em contato com meio 

RPMI (controle negativo). Como controle positivo foi utilizado Benzonidazol (BZN), 

droga padrão para o tratamento da doença de Chagas, nas mesmas concentrações 

dos extratos (1, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 μg/mL) e DMSO (diluído em meio RPMI) 

como CB.  

Obteve-se os percentuais de inibição a partir das contagens realizadas e, 

assim, foi possível calcular a concentração letal dos extratos necessária para causar 

a morte de 50% (CL50) das formas viáveis de tripomastigotas. Posteriormente, foi 

possível calcular o índice de seletividade através da razão da CC50 obtida no ensaio 

de citotoxicidade (conforme item 4.4) pelo CL50 de tripomastigotas.  

 

4.8. Avaliação da atividade tripanocida dos extratos sobre formas amastigotas 

in vitro 

Para esta análise foi utilizado o método descrito por Meira et al. (2016) com 

modificações. Formas tripomastigotas de T. cruzi foram mantidas em contato com 

macrófagos peritoneais previamente obtidos (item 4.3) em placas de 24 poços, 

contendo uma lamínula redonda (13 mm) em cada poço, na proporção de 10 parasitas 

por macrófago. As placas foram incubadas overnight à temperatura de 37 ºC sob 5% 

de CO2. Após esse tempo de infecção, os parasitas foram retirados, os poços foram 

lavados com PBS estéril e, depois, os macrófagos foram tratados com os extratos nas 

diferentes concentrações por 48 horas, sob as condições de 37 ºC sob 5% de CO2.  

Após o tempo de tratamento, o sobrenadante das placas foi retirado para 

posteriores análises e as lamínulas contendo os macrófagos foram fixadas com 
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metanol por 20 minutos à temperatura ambiente. O fixador foi removido e as lamínulas, 

lavadas com água destilada; em seguida as células foram coradas com Giemsa (em 

uma proporção de 3 gotas de Giemsa por mL de água destilada) durante 20 minutos. 

Após esse período, as lamínulas foram lavadas três vezes com água destilada. Ao 

final, as lamínulas foram montadas sobre lâminas de vidro e fixadas com Entellan para 

posterior análise em microscópio óptico.  

Foram contados em microscópio óptico pelo menos 100 macrófagos por 

lamínula, sendo estes infectados ou não, para cálculo do índice de internalização. 

Foram contadas as lamínulas referentes ao tratamento com as diferentes 

concentrações dos extratos, com o meio RPMI (CN) e com o DMSO (diluído em meio 

RPMI) como CB. Além disso, foram contadas as lamínulas que receberam o 

tratamento com BZN, o CP. 

A partir das contagens dos macrófagos não-infectados, infectados e do número 

de amastigotas, foi possível calcular o índice de internalização, através do cálculo:  

 
% macrófagos com parasitas fagocitados × média do número de parasitas fagocitados 

por cada macrófago 
 
Obteve-se os percentuais de inibição a partir das contagens realizadas e, 

assim, foi possível calcular a concentração que inibe 50% do crescimento (CI50) das 

formas amastigotas. Depois foi possível calcular o índice de seletividade através da 

razão da CC50 obtida no ensaio de citotoxicidade (conforme item 4.4) pelo CI50 de 

amastigotas intracelulares.  

 

4.9.  Avaliação da atividade leishmanicida dos extratos sobre formas 

promastigotas in vitro 

A avaliação da atividade leishmanicida sobre as formas promastigotas seguiu 

a metodologia descrita por Bortoleti et al. (2018) com modificações. Formas 

promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio RPMI [suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB) e 100 μg/mL de estreptomicina e 100 UI/mL de 

penicilina, em B.O.D (Biological Oxygen Demand)] a 25 ºC por meio de repiques 

semanais para garantir a viabilidade dos parasitas. 

Em placas de 96 poços foram adicionados os parasitas em uma concentração 

de 1x105 parasitas por poço e, então, adicionadas as diferentes concentrações dos 

extratos de L. cultratus (1, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 μg/mL) diluídos em meio RPMI. 
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Alíquotas foram retiradas para contagem em câmara de Neubauer nos tempos 

de 24, 48, 72 e 96 horas após a adição dos extratos. A contagem foi realizada em 

microscópio óptico para comparação do crescimento de parasitas tratados em 

diferentes concentrações do extrato em relação aos parasitas em contato com meio 

RPMI (CN). Como CP foi utilizado Glucantime® (GLU), droga padrão para o 

tratamento da Leishmaniose, e DMSO (diluído em meio RPMI) como CB. 

Obteve-se os percentuais de inibição a partir das contagens realizadas e, 

assim, foi possível calcular a concentração inibitória de 50% (CI50) para as formas 

promastigotas. Depois foi possível calcular o índice de seletividade através da razão 

da CC50 obtida no ensaio de citotoxicidade (conforme item 4.4) pela CI50 de 

promastigotas.  

 

4.10. Avaliação da atividade leishmanicida dos extratos sobre formas 

amastigotas in vitro 

Para esta análise foi utilizado o método descrito por Tomiotto-Pellissier et al. 

(2018) com modificações. Formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas 

em contato com macrófagos peritoneais previamente obtidos (conforme item 4.3) em 

placas de 24 poços, contendo uma lamínula redonda (13 mm) em cada poço, na 

proporção de 5 parasitas por macrófago. As placas foram incubadas durante 6 horas 

à temperatura de 34 ºC sob 5% de CO2. Após as 6 horas de infecção, os parasitas 

foram retirados, os poços foram lavados com PBS estéril e depois, os macrófagos 

foram tratados com os extratos nas diferentes concentrações por 48 horas, sob as 

mesmas condições: 34 ºC sob 5% de CO2.  

Após este período, o sobrenadante das placas foi retirado para posteriores 

análises e as lamínulas contendo os macrófagos foram fixadas com metanol por 20 

minutos à temperatura ambiente. O fixador foi removido e as lamínulas lavadas com 

água destilada; em seguida as células foram coradas com Giemsa (em uma proporção 

de 3 gotas de Giemsa por mL de água destilada) durante 20 minutos. Após esse 

período as lamínulas foram lavadas três vezes com água destilada. Ao final, as 

lamínulas foram montadas sobre lâminas de vidro e fixadas com Entellan para 

posterior análise em microscópio óptico.  

Foram contados em microscópio óptico pelo menos 100 macrófagos por 

lamínula, sendo estes infectados ou não, para cálculo do índice fagocítico. Foram 

contadas as lamínulas referentes ao tratamento com as diferentes concentrações dos 

extratos, com o meio RPMI (controle negativo) e com o DMSO (diluído em meio RPMI) 
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como controle branco. Além disso, foram contadas lamínulas que receberam o 

tratamento com GLU, o controle positivo. 

A partir das contagens dos macrófagos não-infectados, infectados e do número 

de amastigotas, foi possível calcular o índice de internalização, através do cálculo: 

 
% macrófagos com parasitas fagocitados × média do número de parasitas fagocitados 

por cada macrófago 
 
Obteve-se os percentuais de inibição a partir das contagens realizadas e, 

assim, foi possível calcular a concentração que inibe 50% do crescimento (CI50) das 

formas amastigotas. Depois, foi possível calcular o índice de seletividade através da 

razão da CC50 obtida no ensaio de citotoxicidade (conforme item 4.4) pelo CI50 de 

amastigotas intracelulares. 

  

4.11.  Quantificação das citocinas IL-1β e IL-10 por ensaio imunoenzimático 

A quantificação das citocinas IL-1β e IL-10 foi realizada em amostras dos 

sobrenadantes da cultura celular obtidos do ensaio de amastigotas de L. amazonensis 

(conforme item 4.10) pela técnica de ensaio imunoenzimático, com a utilização de kits 

comerciais, seguindo as normas do fabricante (R&D® Systems, Inc., Minneapolis, MN, 

EUA).  

O nível absoluto de citocina presente no sobrenadante da cultura descrita 

acima foi calculado com base na curva padrão fornecida pelo kit comercial. 

 

4.12. Análise estatística 

Os dados foram submetidos à estatística analítica para comparação das 

medianas através do teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, com pós-teste de Dunn. 

Quando obtivemos dados paramétricos, realizou-se comparação das médias através 

do teste de ANOVA, com pós-teste de Tukey. Para tanto, foi adotado o nível de 

confiança de 95%, com valor de α fixado em 0,05, considerado como significativo 

p<0,05. Foi utilizado o programa GraphPad Prism versão 6.0 e Microsoft Excel para a 

análise estatística.  

A concentração inibitória de 50% (CI50) foi calculada para as formas 

promastigotas e amastigotas e a concentração letal de 50% (CL50) foi calculada para 

as formas tripomastigotas a partir da redução percentual média de parasitas 

comparada com a dos controles não tratados, ambas usando uma regressão não 

linear.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Obtenção dos extratos 

A extração das sementes secas e trituradas de L. cultratus (313,26 g) com 

hexano produziu 95,94 g do extrato LHS, com diclorometano 8,17 g de LDS e com 

metanol 16,45 g de LMS. A figura 6 apresenta o esquema de obtenção dos extratos 

de L. cultratus (GRIEBLER, 2017). 

 

 

Figura 6 Esquema de obtenção dos extratos LHS, LDS e LMS (GRIEBLER, 2017). 

 

5.2. Caracterização dos extratos 

Em estudo realizado por Griebler (2017), o extrato LHS das sementes de L. 

cultratus (95,94 g) foi produzido com um rendimento de 30,63%. Os outros extratos, 

LDS (8,17 g) e LMS (16,45 g), foram obtidos com rendimentos de 2,61% e 5,25%, 

respectivamente. 

Os espectros de 1H RMN (500 MHz) dos extratos de LHS, LDS e LMS mostram 

que os extratos de LHS e LDS são constituídos principalmente por substâncias de 



44 
 

 

baixa e média polaridade, como as extraídas pelos solventes usados para obtenção 

do LHS (hexano) e LDS (diclorometano). 

O LHS e o LDS mostram um sinal a 13,68 ppm, que indica a presença de 

hidrogênios em interações fortes, como os do -OH em pontes intramoleculares entre 

hidrogênio e C = O. Os sinais nesta região estão relacionados a um -OH quelatado, 

típico de chalconas presentes em espécies do gênero Lonchocarpus (BORGES-

ARGÁEZ et al., 2002; LIMA et al., 2013). Os sinais obtidos a partir do 1H NMR de LDS 

e LHS sugerem a presença de lonchocarpina, através de comparação de dados dos 

respectivos espectros de RMN com aqueles descritos na literatura (BORGES-

ARGÁEZ et al., 2002; LIMA et al., 2013). Ainda de acordo com os sinais obtidos de 1H 

RMN do extrato LDS e em comparação com a literatura, é estabelecida a presença 

de isocordoína (CAAMAL-FUENTES et al., 2015; DA SILVA LANDIM et al., 2019).  

Recentemente, da Silva Landim et al. (2019) encontraram isocordoína nas 

partes aéreas de L. cultratus, como demonstrado no passado por Gonçalves de Lima 

et al. (1975) e Menichini et al. (1982), mostrando que essa chalcona é característica 

dessa espécie do gênero Lonchocarpus. O espectro 1H RMN de LMS não mostra sinal 

nas regiões de campo alto, como foi visto nos espectros anteriores, indicando a 

ausência das chalconas. Os sinais de LMS aparecem principalmente na região entre 

5,50-0,80 ppm. Esses sinais são característicos de ligações de hidrogênio polar, 

ligadas a carbonos ligados a elementos eletronegativos e nos grupos -CH, –CH2 e -

CH3 de compostos alifáticos, sugerindo a presença de esteroides e terpenos 

(GRIEBLER, 2017). 

 

5.3. Viabilidade celular 

Para avaliar a citotoxicidade dos extratos para as células hospedeiras, foram 

realizados bioensaios citotóxicos, através de metodologia MTT, com esses extratos 

vegetais nas concentrações em que foram testados posteriormente contra os 

parasitas T. cruzi e L. amazonensis. A Tabela 2 mostra a concentração citotóxica para 

50% dos macrófagos (CC50) dos extratos. 
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Tabela 2 Concentração citotóxica de 50% (CC50) dos extratos LDS, LHS, LMS, GLU e BZN contra 
macrófagos peritoneais de camundongos. 

Extratos 
Macrófagos de Balb/C 

CC50 (µg/mL) 

LDS 12,8 

LHS >300 

LMS >300 

BZN 98,4 

GLU >300 

*LDS: Extrato diclorometânico das sementes de L. cultratus; LHS: Extrato hexânico das sementes de 
L. cultratus; LMS: Extrato metanólico das sementes de L. cultratus; BZN: Benzonidazol e GLU: 
Glucantime®. 

 
Os extratos LHS e LMS não foram tóxicos para os macrófagos, como mostrado 

na Figura 7 (b-c), mantendo a viabilidade das células mesmo na concentração mais 

alta (175 µg/mL). Já as concentrações 50, 100, 150 e 175 µg/mL de LDS foram tóxicas 

para os macrófagos testados (Figura 7 a). Para os experimentos posteriores em que 

foram utilizados macrófagos, foram testadas somente as concentrações não 

citotóxicas dos três extratos (no caso do LDS, apenas as concentrações 1, 10 e 15 

µg/mL). 
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Figura 7 Efeito dos extratos (a) diclorometânico, (b) hexânico e (c) metanólico das sementes de L. 
cultratus sobre a viabilidade de macrófagos murinos. Resultados expressos em média ± SEM de três 
experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou 
meio mais DMSO (CB) na ausência de extratos.  

BZN e GLU foram testados nas mesmas concentrações que os extratos e 

também não foram tóxicos para os macrófagos murinos (Figura 8). Foram obtidos 

valores de CC50 de 98,4 e acima de 300 µg/mL para o BZN e GLU, respectivamente.  
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Figura 8 Efeito do Benzonidazol (a) e Glucantime® (b) sobre a viabilidade de macrófagos murinos. 
Resultados expressos em média ± SEM de três experimentos independentes em triplicata (N=3). Os 
controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou meio mais DMSO (CB) na ausência do medicamento.  

 

O extrato hexânico de Lonchocarpus sericeus apresentou maior toxicidade que 

seus componentes isolados (derricina e lonchocarpina) em células tumorais de 

mamíferos e a isocordoína isolada do extrato hexânico de Lonchocarpus xuul 

apresentou toxicidade in vitro (CC50 2,79 µg/mL) (BORGES-ARGÁEZ et al., 2009; 

CUNHA et al., 2003). Da Silva Landim et al. (2019) confirmaram essa ação em células 

tumorais com uma fração do extrato hexânico de L. cultratus que continha isocordoína, 

mostrando uma atividade intensa contra várias linhagens celulares humanas, mas 

sem seletividade em relação ao tecido humano saudável. Esses dados demonstraram 

que a toxicidade observada no extrato de LDS pode estar relacionada à presença de 

isocordoína. Alguns estudos demonstraram que o lonchocarpina possui baixa 

toxicidade, o que foi confirmado aqui pela não toxicidade do extrato de LHS (CUNHA 

et al., 2003; JEONG et al., 2017).   

 

5.4. Liberação e inibição de NO pelos macrófagos murinos peritoneais 

O NO atua em muitos processos fisiológicos, entre eles na regulação do 

sistema imune (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984; KIECHLE e MALINSKI, 1993). 

Tem um papel importante nos vários tipos de processos inflamatórios em mamíferos 

e, quando secretado em altos níveis por macrófagos ativados, faz parte do arsenal de 

primeira defesa do organismo com poder microbicida (McMICKING et al., 1997; 

FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000). 

Nos macrófagos, o NO pode ser produzido em grande quantidade pelo óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS). Muitos agonistas capazes de induzir iNOS em 
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macrófagos foram identificados e, dentre eles, o LPS e algumas citocinas como o IFN-

γ são os mais caracterizados (HON; MOOCHHALA; KHOO, 1997; SAHA et al., 2004; 

LOK et al., 2016). 

No estudo, a liberação de NO foi verificada após 48 horas de incubação dos 

macrófagos na presença dos extratos. A Figura 9 (a-c) mostra que os três extratos 

não foram capazes de estimular a liberação de NO pelos macrófagos de forma 

significativa. Foi utilizado LPS 1 µg/mL como controle positivo (CP). 
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Figura 9 Efeito dos extratos (a) diclorometânico, (b) hexânico e (c) metanólico das sementes de L. 
cultratus sobre a liberação de NO em macrófagos murinos. Resultados expressos em média ± SEM de 
três experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) 
ou meio mais DMSO (CB) na ausência de extratos. * significa p<0,05 em relação ao CN.  

 

Diante disso, foi avaliada a capacidade de cada extrato de inibir a liberação de 

NO em macrófagos murinos estimulados com LPS (Figura 10 a-c). De acordo com os 

resultados obtidos, os três extratos - LDS, LHS e LMS - não inibiram a secreção de 
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NO pelos macrófagos quando estes foram estimulados por LPS, em comparação com 

os macrófagos que foram incubados na presença de apenas LPS (1 µg/mL). 
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Figura 10 Efeito dos extratos (a) diclorometânico, (b) hexânico e (c) metanólico das sementes de L. 
cultratus sobre a inibição da liberação de NO em macrófagos murinos. Resultados expressos em média 
± SEM de três experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio 
RPMI (CN), meio mais DMSO (CB) e meio mais LPS (CP) na ausência de extratos. 

O sistema imunológico demonstra a necessidade de regulação e, uma vez que 

a resposta imune é iniciada, mecanismos devem existir para controlar a extensão dos 

seus efeitos e regulá-la de tempos em tempos (LOPES, 2004). A imunomodulação 

pode ser exercida mediante a potencialização ou com a supressão de elementos do 

sistema imunológico que pode ocorrer por meio da ação de agentes estimulantes ou 

supressores (KIRKLEY, 1999). Parte da atividade de compostos imunomoduladores 

é devido a um efeito direto nas células imunológicas (LOPES, 2004). Assim, é possível 

avaliar a potência desses agentes com base em medidas da resposta celular in vitro 

(LAWSON e BAUER, 1998). 
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Embora os extratos não tenham inibido a liberação de NO em macrófagos, 

Jeong et al (2017) descobriram que a lonchocarpina, presente em nossos extratos 

LDS e LHS, suprimiu a liberação de NO, TNF-α e IL-6 em células microgliais 

estimuladas por LPS, demonstrando que a lonchocarpina é um composto com 

possível potencial imunomodulatório. 

Observa-se que há uma tendência do extrato LMS em inibir a liberação de NO 

na concentração de 1 µg/mL e em suas concentrações mais altas (100, 150 e 175 

µg/mL) (Figura 10 c), demonstrando que em uma concentração menor, o extrato pode 

exercer essa inibição e imunomodular, mas em concentrações mais altas, essa 

inibição pode ter tido influência do solvente, o DMSO, que demonstrou a tendência de 

inibição também.  

Em estudo realizado por Elisia et al. (2016), o DMSO nas concentrações de 

0,25 a 2% suprimiu a expressão da arginase 1 em macrófagos derivados da medula 

óssea tratados com IL-4 e, que, nas mesmas concentrações, reduz a expressão da 

iNOS de macrófagos tratados com LPS, sugerindo que o DMSO interfere de maneira 

significativamente no metabolismo da arginina na célula. Ainda nesse estudo, o 

DMSO, em concentrações tão baixas quanto 0,08%, reduziu significativamente a 

produção de óxido nítrico (NO) a partir dessas células e teve efeitos insignificantes na 

viabilidade de macrófagos nas concentrações testadas (ELISIA et al., 2016), assim 

como nos resultados obtidos no presente estudo, apresentados anteriormente 

(conforme item 5.3). 

 

5.5. Atividade tripanocida in vitro 

Anteriormente, Griebler (2017) verificou atividade tripanocida dos extratos das 

sementes de L. cultratus frente às formas epimastigotas de T. cruzi. Nesse estudo, as 

contagens de parasitas após 72 horas mostraram que o tratamento com os extratos 

LHS e LDS reduziram significativamente o número de epimastigotas em suas 

concentrações mais altas (>100 µg/mL), comparadas com o controle negativo.  

Diante disso, foi realizado estudo com os extratos frente às outras duas formas 

de T. cruzi: tripomastigota e amastigota. Formas tripomastigotas mostraram uma taxa 

de mortalidade de 41,0%, 40,3% e 65,9% após 24h; e 41,6%, 59,4% e 95,3% após 48 

horas diante de extratos de L. cultratus (LHS, LMS e LDS, respectivamente) nas 

concentrações de 175 µg/mL, mostrando que a atividade de LDS está muito próxima 

daquela apresentada pelo BZN (175 µg/mL), 70,9% (24h) e 92,6% (48h).  
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Os três extratos mostraram ser capazes de destruir as formas tripomastigotas 

(Figura 11 a-c) em concentrações acima de 50 µg/mL, visto que apresentaram taxa 

de mortalidade significativamente maior comparados ao controle não tratado (CN), 

enquanto o grupo DMSO (CB) não, o que demonstra que o solvente não é responsável 

pela atividade dos extratos. 
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Figura 11 Efeito dos extratos (a) diclorometânico, (b) hexânico e (c) metanólico das sementes de L. 
cultratus sobre forma tripomastigota de T. cruzi em 24 horas. Resultados expressos em média ± SEM 
de três experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio RPMI 
(CN) ou meio mais DMSO (CB) na ausência de extratos. * e ** significam p<0,05 e p<0,01, 
respectivamente, em relação ao CN. 

O CL50 dos três extratos após 24 horas é apresentado na Tabela 3. Esses 

dados mostram que o LDS é muito ativo contra formas tripomastigotas, com um valor 

de 8,23 µg/mL, valor ligeiramente superior ao observado pelo controle BZN (7,3 

µg/mL). O LHS e o LMS atingiram valores de 15,1 e 26,1 µg/mL, respectivamente. 

Esses resultados estão de acordo com o que foi observado no ensaio com as formas 

epimastigotas (GRIEBLER, 2017), nas quais os extratos LDS e LHS apresentaram 
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maiores atividades que o LMS, que foi inativo na forma testada. A atividade nas formas 

tripomastigotas é muito interessante, uma vez que estas são as formas infectantes e 

devem ser o alvo dos medicamentos. 

 

Tabela 3 Valores de CL50, CI50 e CC50 dos extratos diclorometânico, hexânico e metanólico das 
sementes de L. cultratus sobre as formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi e sobre os 
macrófagos murinos e respectivos índices de seletividades (IS). 

Extratos 

Tripomastigotas 

(24h) 

CL50 (µg/mL) 

Amastigotas 

(48h) 

CI50 (µg/mL) 

Macrófagos 

Balb/C 

CC50 (µg/mL) 

IS 

(epimastigotas) 

IS 

(amastigotas) 

LDS 8,23 0,96 12,8 1,56 13,3 

LHS 15,1 32,44 >300 >19,9 >9,26 

LMS 26,1 31,95 >300 >11,5 >9,39 

BZN 7,3 0,61 98,4 13,5 161,3 

LDS: extrato diclorometânico; LHS: extrato hexânico; LMS: extrato metanólico; IS (tripo): índice de 
seletividade sobre tripomastigotas; IS (ama): índice de seletividade sobre amastigotas. 
 

A atividade dos três extratos também foi testada contra formas intracelulares 

de T. cruzi, as amastigotas, e o LDS teve desempenho semelhante ao BZN, com CI50 

de 0,96 (BZN 0,61 µg/mL) e inibição de crescimento de 73,15% na concentração de 

175 µg/mL. O LHS e o LMS tiveram uma inibição de 47,79 e 24,56% no crescimento 

de amastigotas a 175 µg/mL, atingindo um CI50 semelhante (32,44 e 31,95 µg/mL, 

respectivamente). 

Todos os tratamentos com os extratos apresentaram diferenças significativas 

sobre o índice de internalização (número de macrófagos infectados versus número de 

amastigotas) em relação ao grupo não tratado (tratamento apenas com meio RPMI) 

nas concentrações mais altas (15 µg/mL para LDS e 175 µg/mL para LHS e LMS) 

(Figura 12 a-c).  

O índice de internalização leva em conta tanto o número de macrófagos 

infectados quanto o número de amastigotas e, por isso, nesse ensaio é possível 

verificar que os extratos podem ter ação sobre o macrófago, aumentando sua 

capacidade de realizar a morte das amastigotas que internalizaram, ou ainda, ação 

direta sobre a amastigota, de ambas as formas diminuindo o índice de infeção.  

Assim, o mecanismo pelo qual os extratos diminuíram a presença de 

amastigotas não é claro, mas os resultados da dosagem de NO em culturas de 

macrófagos tratados com LDS, LHS e LMS (item 5.4.) apontam para um efeito direto 

sobre as amastigotas, uma vez que esses extratos não foram capazes de induzir a 

secreção de NO por macrófagos murinos (Figura 9). Entretanto, seriam necessários 
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experimentos para avaliar o estímulo de outras vias, como por exemplo, a produção 

de superóxidos.  
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Figura 12 Efeito dos extratos (a) diclorometânico, (b) hexânico e (c) metanólico das sementes de L. 
cultratus sobre o índice de internalização (número de macrófago infectados x número de amastigotas) 
de T. cruzi. Resultados expressos em média ± SEM de dois experimentos independentes em duplicata 
(N=2). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou meio mais DMSO (CB) na ausência de 
extratos. *significa p<0,05 em relação ao CN. 

Borges-Argáez et al. (2009) demonstraram que as chalconas isocordoína e 2 ', 

4’-di-hidroxi-3' - (γ, γ-dimetilalil) -di-hidrochalcone isoladas das raízes de L. xuul 

possuem atividade anti-T. cruzi contra epimastigotas de L. xuul. 

Autores avaliam o potencial de novos compostos utilizando o índice de 

seletividade (IS), que é calculado como a razão entre a concentração citotóxica de 

50% (CC50) para células e a concentração inibitória de 50% (CI50) para as diferentes 

formas parasitárias. Os extratos LMS e LHS, como mostrado anteriormente, não foram 

tóxicos para os macrófagos, mantendo a viabilidade das células mesmo nas 

concentrações mais altas. Estes dados sugerem que o LHS é o extrato que melhor 
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distinguiu os macrófagos das formas tripomastigotas e, embora o LHS e o LMS 

tenham uma baixa eficácia contra as formas amastigotas, ambos foram capazes de 

distinguir essas formas das células de mamíferos. 

O valor de CC50 do extrato de LDS (12,8 µg/mL) foi tóxico para macrófagos 

murinos, resultando em um baixo IS contra tripomastigotas (1,56), mas com uma 

melhor capacidade de distinguir amastigotas, com um IS de 13,3. O extrato de LHS 

apresentou a CC50 de >300 µg/mL, que gerou um IS de  >19,9 e >9,26 contra as duas 

formas do parasita (tripomastigotas e amastigotas, respectivamente), mostrando ser 

o extrato mais seletivo. O BZN apresentou boa seletividade, com um IS de 13,5 e 

161,3, semelhante ao encontrado por outros autores (MEIRA et al., 2016; PIZZO et 

al., 2012). 

 

5.6. Atividade leishmanicida in vitro 

Os três extratos de sementes de L. cultratus foram avaliados quanto à sua 

atividade contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Formas 

promastigotas mostraram uma taxa de inibição de crescimento contra extratos de L. 

cultratus de 11,6%, 78,1% e 78,22% após 96h  (LMS, LDS e LHS, respectivamente) 

na concentração de 175 µg/mL, mostrando que a atividade dos extratos LDS e LHS é 

superior daquela apresentada pelo GLU (175 µg/mL) de 55% (96h).  

 Apenas os tratamentos com os extratos LDS e LHS apresentaram diferenças 

significativas (Figura 13 a-c) na taxa de inibição de crescimento em relação ao grupo 

controle (não tratado) nas concentrações acima de 50 µg/mL, enquanto o grupo 

DMSO (CB) não, o que demonstra que o solvente não é responsável pela atividade 

dos extratos. O GLU apresenta baixa eficácia em modelos in vitro de promastigotas, 

necessitando de doses acima de 250 µg/mL para diminuir significativamente o número 

de parasitas após 96 horas (ADRIAZOLA et al., 2014; KANGUSSU-MARCOLINO, et 

al., 2015). 
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Figura 13 Efeito dos extratos (a) diclorometânico, (b) hexânico e (c) metanólico das sementes de L. 
cultratus sobre promastigotas de L. amazonensis. Resultados expressos em média ± SEM de três 
experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou 
meio mais DMSO (CB) na ausência de extratos. * e ** significam p<0,05 e p<0,01, respectivamente, 
em relação ao CN. 

 

Os valores de CI50, calculados a partir dos percentuais de inibição, estão na 

Tabela 4. Os extratos LDS e LHS apresentaram valores próximos de CI50 para a forma 

promastigota, de 19,54 e 21,37 µg/mL, respectivamente, valores superiores ao 

encontrado para o GLU, de 0,92 µg/mL. O extrato LMS apresentou-se inativo para a 

forma promastigota, ou seja, apresentou baixa diminuição da taxa de inibição para 

essa forma.  
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Tabela 4 Valores de CI50 e CC50 atingidos pelos extratos diclorometânico, hexânico e metanólico das 
sementes de L. cultratus sobre as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e sobre os 
macrófagos murinos e respectivos índices de seletividade (IS). 

Extratos 

Promastigotas 

(96h) 

CI50 (µg/mL) 

Amastigotas 

(48h) 

CI50 (µg/mL) 

Macrófagos 

Balb/C 

CC50 (µg/mL) 

IS 

(promastigotas) 

IS 

(amastigotas) 

LDS 19,54 0,67 12,8 0,65 19,1 

LHS 21,37 20,72 >300 >14 >14,5 

LMS inativo 11,57 >300 inativo 25,9 

GLU 0,92 0,65 >300 >26,2 >461,5 

 

Os extratos também foram avaliados contra as formas intracelulares de L. 

amazonensis e os três apresentaram diferenças significativas sobre o índice de 

internalização (número de macrófagos infectados versus número de amastigotas) 

(Figura 14 a-c). Para esta forma, o LDS, que foi testado apenas nas concentrações 

não citotóxicas, apresentou-se mais ativo, com uma CI50 de 0,67 µg/mL, o valor mais 

próximo do encontrado para o GLU (0,65 µg/mL) e inibição de crescimento de 59,91% 

na concentração de 15 µg/mL. O LHS apresentou diferença significativa sobre o índice 

de internalização nas concentrações 100, 150 e 175 µg/mL, CI50 de 20,72 e uma 

inibição de 80,7% no crescimento de amastigotas a 175 µg/mL. O LMS apresentou 

diferença significativa a partir da concentração de 10 µg/mL, inibição de 65,32% e 

obteve uma CI50 de 11,57. 
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Figura 14 Efeito dos extratos (a) diclorometânico, (b) hexânico e (c) metanólico das sementes de L. 
cultratus sobre o índice de internalização (número de macrófago infectados x número de amastigotas) 
de L. amazonensis. Resultados expressos em média ± SEM de dois experimentos independentes em 
duplicata (N=2). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou meio mais DMSO (CB) na ausência 
de extratos. *, ** e **** significam p<0,05, p<0,01 e p<0,0001, respectivamente, em relação ao CN.  

 

Um composto natural anti-Leishmania é considerado seguro quando o IS > 10 

(ORYAN, 2015). Além disso, é importante realizar testes de toxicidade em 

macrófagos, não apenas para determinar o IS, mas também porque os parasitas de 

Leishmania habitam essas células (WALKER et al., 2014).  

Os extratos LHS e LMS mantiveram a viabilidade dos macrófagos murinos 

mesmo nas concentrações mais altas. Para a forma promastigota, LMS apresentou-

se inativo, porém é o extrato que melhor distinguiu os macrófagos das formas 

amastigotas, com IS de 25,9. Já o LHS apresentou IS >14 para ambas as formas 

(promastigota e amastigota), sugerindo ser capaz de distinguir as formas parasitárias 

das células de mamíferos. 
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O principal mecanismo da defesa imune inata contra a Leishmania é a 

fagocitose e o mecanismo de explosão oxidativo microbicida, dependente do oxigênio, 

que é altamente destrutivo para o parasita (ANTOINE et al., 2004; DE SALDANHA et 

al., 2012). Como foi visto anteriormente, os extratos estudados não estimularam a 

liberação de NO e nem mesmo inibiram a liberação quando estimulados por LPS. Isso 

mostra que os extratos provavelmente agiram de forma direta sobre os parasitas. 

O extrato LMS foi o que teve maior diminuição do índice de internalização 

quando comparado aos outros extratos. Porém, não foi efetivo contra a forma 

promastigota de L. amazonensis. De acordo com os sinais obtidos a partir dos 

espectros de 1H RMN, nesse extrato foram encontrados esteroides e terpenos. No 

entanto, Teles et al. (2011) demonstraram que triterpenos isolados foram capazes de 

promover ação leishmanicida sobre as formas promastigotas de L. amazonensis. 

Outra espécie do gênero Lonchocarpus, L. nicou demonstrou atividade 

leishmanicida a partir de um extrato metanólico. No entanto, seus compostos isolados 

não são semelhantes aos encontrados neste estudo; eles eram mostrados como 

estiletes, com potentes ações (IC50 5,5 e 3,9 μg/mL) (FUCHINO et al., 2013). 

Além disso, Torres-Santos et al. (2004) verificaram que dois triterpenoides de 

Pourouma guianensis, os ácidos ursólico e oleanólico, mostraram forte atividade 

antileishmania contra as duas formas de L. amazonensis na concentração de 100 

µg/mL. A atividade antileishmania do ácido oleanólico foi direta contra o parasita e não 

devido à ativação de intermediários de NO por macrófagos, mas esse triterpenoide 

também inibiu significativamente a capacidade fagocítica dessas células em 

concentrações acima de 40 µg/mL, indicando efeito citotóxico. No entanto, o 

mecanismo de ação pelo qual os triterpenos inibem o crescimento de formas 

promastigotas de Leishmania spp ainda não foi totalmente elucidado (LIMA et al., 

2011). 

Já a atividade do extrato LDS pode estar relacionada à presença da chalcona 

isocordoína, que quando obtida de outra espécie do gênero Lonchocarpus, a L. xuul, 

demonstrou ter propriedade leishmanicida contra promastigotas de L. amazonensis 

com CI50 de 26,7 µg/mL (BORGES-ARGÁEZ et al., 2007), atividade menor do que a 

encontrada para os extratos LDH e LHS (19,54 e 21,37 µg/mL, respectivamente). Mais 

tarde, foi verificado que a isocordoína tem ação sobre promastigotas de Leishmania 

mexicana em estudo realizado com a mesma planta (BORGES-ARGÁEZ et al., 2009). 

Não foram encontrados estudos que relatassem a atividade da lonchocarpina, 

presente nos extratos LHS e LDS, contra as formas parasitárias de Leishmania spp. 
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No entanto, Cunha et al. (2003) não encontraram atividade antimicrobiana a partir do 

extrato hexânico de L. sericeus, o qual continha derricina e lonchocarpina. 

 

5.7. Liberação de citocinas: IL-1β e IL-10 

As citocinas são mediadores solúveis liberados por linfócitos e células do 

sistema fagocitário. Além de serem essenciais na comunicação intercelular e em 

muitos processos fisiológicos e patofisiológicos, modulam a inflamação e a imunidade, 

regulando o crescimento e a diferenciação de leucócitos e também de células não 

leucocitárias (OPPENHEIM et al., 1994; LOPES, 2004). 

Com a capacidade de ativar macrófagos e sua atividade fagocítica no início da 

infecção, as citocinas desempenham um papel importante no resultado clínico da 

leishmaniose (DE OLIVEIRA e BRODSKYN, 2012; DA SILVA, et al., 2013). 

Citocinas como TNF-α, IL-6, IL-1β e IL-10 e os mediadores H2O2 e NO são 

secretados pelos macrófagos para eliminar a invasão bacteriana (DAVIES et al., 

2013). A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória liberada na fase mais tardia da resposta 

imune e é capaz de regular negativamente a resposta adaptativa através da inibição 

de várias funções dos macrófagos e expressão e atividade de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α e IL-1β (MOORE et al., 2001; AYALA et al., 2019).  

Os sobrenadantes dos ensaios para a verificação de atividade dos extratos 

frente às formas amastigotas de L. amazonensis foram analisados quanto a presença 

das citocinas IL-1β e IL-10. A citocina IL-1β não foi detectada nos grupos que 

receberam tratamento nas concentrações de 15 µg/mL do LDS e de 10, 15, 50, 150 e 

175 µg/mL do LHS. Nas concentrações do LMS em que houve a detecção de IL-1β 

não foi obtida diferença significativa em relação ao controle não tratado (meio RPMI) 

(Figura 15 a-c). 
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Figura 15 Liberação de IL-1β por macrófagos murinos peritoneais previamente infectados com L. 
amazonensis e tratados com os extratos (a) diclorometânico, (b) hexânico e (c) metanólico das 
sementes de L. cultratus por 48 horas. Resultados expressos em média ± SEM de dois experimentos 
independentes em duplicata. Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou meio mais DMSO 
(CB) na ausência de extratos. 

 

Jeong et al (2017) descobriram que a lonchocarpina, presente nos extratos LDS 

e LHS, aumentou a produção de IL-10 em células microgliais estimuladas por LPS. 

No entanto, na presente dosagem dos sobrenadantes dos ensaios anteriores, a IL-10 

não foi detectável pela metodologia realizada. 

Os extratos de sementes de L. cultratus não foram capazes de estimular a 

liberação da citocina IL-10 e IL-1β de forma significativa após o contato dos 

macrófagos com a L. amazonensis. Para melhor entendimento do efeito dos extratos 

sobre a liberação de citocinas, se faz necessária a dosagem dessas citocinas em 

macrófagos isolados, sem o contato prévio e infecção por parasitas. 
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6. CONCLUSÃO 

Os extratos LHS e LMS oriundos das sementes de L. cultratus não 

apresentaram citotoxicidade em macrófagos peritoneais de Balb/c. O extrato LDS foi 

citotóxico nas concentrações a partir de 50 µg/mL.  Os três extratos não 

imunomodularam os macrófagos de maneira significativa em relação à liberação de 

NO. 

Ao avaliar a atividade tripanocida e leishmanicida dos extratos, foi possível 

verificar seu potencial na ação in vitro contra os parasitas. Os três extratos 

apresentaram atividade anti-T. cruzi, sendo a do extrato LDS mais acentuada que as 

demais, que pode ser atribuída à presença da isocordoína no extrato. Este efeito mais 

pronunciado do LDS no T. cruzi é acompanhado por uma maior toxicidade em 

macrófagos. Sendo assim, os extratos LMS e LHS, apesar de exibirem menor 

atividade tripanocida que o extrato LDS, não foram tóxicos para os macrófagos e, 

portanto, apresentaram maiores índices de seletividade. 

Para a Leishmania amazonensis na forma promastigota, apenas os extratos 

LDS e LHS foram efetivos e, para as formas amastigotas, os três extratos 

apresentaram ação leishmanicida. O extrato LDS também foi o que apresentou a 

atividade mais acentuada contra os parasitas. Além disso, os três extratos não 

estimularam a liberação das citocinas IL-1β e IL-10 por macrófagos previamente 

infectados por L. amazonensis. 

Mediante os resultados encontrados, os extratos de L. cultratus podem ser 

explorados quanto à atividade antiprotozoária. Observa-se a necessidade da 

realização de ensaios mais aprofundados e de buscar conhecer os mecanismos pelos 

quais os extratos exercem as ações diretas sobre os parasitas, a fim de se obter uma 

alternativa terapêutica potencial para as patologias tratadas neste estudo. 
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