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RESUMO 

Introdução: A leishmaniose é um problema de saúde pública mundial. A infecção 
acontece através das mais de 20 espécies de protozoários do gênero Leishmania, 
tendo o flebotomíneo (mosquito-palha) como vetor. O desenvolvimento da doença 
depende do estado nutricional e da resposta imune do indivíduo, além da espécie do 
parasito envolvido na infecção. Classicamente, os macrófagos infectados por estes 
parasitos apresentam duas vias de modulação imunológica, uma direcionada para a 
cura do indivíduo, e outra pelo desenvolvimento da doença. Os tratamentos existentes 
para a doença possuem diversas limitações associadas, corroborando para 
necessidade de novas opções de tratamento. As chalconas, compostos pertencentes 
à classe dos flavonoides, têm despertado interesse científico pelas diversas atividades 
biológicas que apresentam. Objetivo: Investigar o papel da chalcona (E)-1-
benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(3-bromo-4-etoxi-5-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (FERAI) 
em modular a resposta imunológica in vitro de macrófagos ativados por 
lipopolissacarídeo e pela infecção por L. braziliensis. Materiais e métodos: A 
chalcona em estudo foi sintetizada pelo grupo liderado pelo Prof. Hemerson Iuri da 
Universidade Federal da Paraíba – UFPB. A avaliação da citotoxicidade foi realizada 
em macrófagos murinos, após o tratamento destes com diferentes concentrações do 
FERAI. A dosagem de citocinas e NO foi realizada no sobrenadante de macrófagos 
infectados por L. braziliensis e/ou estimulados por lipopolissacarídeo e tratados com 
diferentes concentrações do FERAI. Resultados: O FERAI possui baixa 
citotoxicidade. A produção de NO foi aumentada após 24h de tratamento com FERAI, 
quando comparada aos grupos não tratados. Uma inibição das citocinas pró-
inflamatórias TNF-α (após 4 hotas) e IL-1β, IL-6 e IL-12 (após 48 horas) foi observada 
nos grupos tratados com FERAI, além do aumento da produção de importante 
citocinas anti-inflamatórias, a IL-10 e o TGF-β (após 48 horas), especialmente na 
concentração de 10μM. Considerações finais: Os resultados desse estudo sugere 
que o FERAI é capaz de modular a resposta imunológica frente à infecção por L. 
braziliensis. 
 

Palavras-chave: Resposta imune; chalcona; macrófago; Leishmania 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Introduction: Leishmaniasis is a global public health problem. Infection occurs 
through more than 20 species of protozoa of the genus Leishmania, with the sand fly 
(straw mosquito) as the vector. The development of the disease depends on the 
individual's nutritional status and immune response, in addition to the species of 
parasite involved in the infection. Classically, macrophages infected by these parasites 
present two pathways of immunological modulation, one directed towards curing the 
individual, and the other towards the development of the disease. Existing treatments 
for the disease have several associated limitations, supporting the need for new 
treatment options. Chalcones, compounds belonging to the flavonoid class, have 
aroused scientific interest due to the different biological activities they present. 
Objective: Investigate the role of the chalcone (E)-1-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3-(3-
bromo-4-ethoxy-5-methoxyphenyl)prop-2-en-1- ona (FERAI) in modulating the in vitro 
immune response of macrophages activated by lipopolysaccharide and L. braziliensis 
infection. Materials and methods: The chalcone under study was synthesized by the 
group led by Prof. Hemerson Iuri from the Federal University of Paraíba – UFPB. The 
evaluation of cytotoxicity was carried out in murine macrophages, after treating them 
with different concentrations of FERAI. The measurement of cytokines and NO was 
carried out in the supernatant of macrophages infected by L. braziliensis and/or 
stimulated by lipopolysaccharide and treated with different concentrations of FERAI. 
Results: FERAI has low cytotoxicity. NO production was increased after 24h of 
treatment with FERAI, when compared to untreated groups. An inhibition of the pro-
inflammatory cytokines TNF-α (after 4 hours) and IL-1β, IL-6 and IL-12 (after 48 hours) 
was observed in the groups treated with FERAI, in addition to an increase in the 
production of important anti-inflammatory cytokines. inflammatory diseases, IL-10 and 
TGF-β (after 48 hours), especially at a concentration of 10μM. Final considerations: 
The results of this study suggest that FERAI is capable of modulating the 
immunological response to L. braziliensis infection. 

 

Keywords: Imunne response; chalcone; macrophage; Leishmania 
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1. INTRODUÇÃO 

 A leishmaniose é um problema de saúde pública mundial. A doença é endêmica 

e negligenciada, e acomete principalmente países subdesenvolvidos, tropicais e 

subtropicais, o que inclui o Brasil. A infecção acontece através das mais de 20 

espécies de protozoários do gênero Leishmania, tendo o flebotomíneo (mosquito-

palha) como principal mosquito vetor (OPAS,2022). 

 O desenvolvimento da doença depende do estado nutricional e da resposta 

imune do indivíduo, podendo possuir diferentes manifestações clínicas, a depender 

das diferentes espécies de protozoários envolvidas, como também das diferenças 

genéticas dentro de uma mesma espécie. São elas: a Leishmaniose Tegumentar (LT), 

subdividida em Leishmaniose Cutânea (LC), Leishmaniose Muco-cutânea (LMC), 

Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD) e Leishmaniose Cutânea Disseminada (LD), 

essas apresentações são caracterizadas pelas ulcerações na pele, sendo a LMC a 

apresentação mais debilitante, que afeta as mucosas da boca, nariz e faringe, essas 

manifestações estão associadas, principalmente, as espécie Leishmania braziliensis, 

Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis; além dessas, existe a 

Leishmaniose Visceral (LV), forma mais grave da doença, potencialmente fatal, que 

acomete órgãos como fígado, baço, linfonodos e medula óssea, associada as 

espécies Leishmania infantum chagasi, Leishmania donovani (Neves et al., 2005; Rey, 

2010; Siqueira-Batista, 2020). 

 A Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) e a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) relataram em 2022 que 99 países são endêmicos para doença, sendo 

dezenove endêmicos para LC, nove endêmicos para LV, e 71 endêmico para ambos. 

Além disso, mais de um milhão de novos casos são relatados por ano, e estima-se 

que cerca de um bilhão de pessoas estejam vivendo em área de risco, sendo expostas 

à possíveis infecções (OMS,2022). 

 Os tratamentos existentes para a doença possuem diversas limitações 

associadas, dentre elas podem ser citadas: as vias de administração dolorosa 

(intramuscular e intravenosa) e o potencial tóxico, o que requer monitoramento 

terapêutico cauteloso e hospitalização na maioria dos casos. Além disso, esses 

medicamentos possuem elevadas taxas de recidivas, resistência parasitária e custo 

elevado, com tratamentos variando entre R$661,45 e R$2.822,13 por paciente 

(Carvalho et al., 2021). Todas essas questões corroboram para necessidade de novas 

opções de tratamento para a doença, sendo a busca de novas opções provenientes 
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de produtos naturais e sintéticos, como alternativa com melhor custo-benefício e 

menos efeitos colaterais associados (Santiago et al., 2021; Magalhães et al., 2022). 

 As chalconas são compostos pertencentes à classe dos flavonoides. Elas 

apresentam relevância científica pelas atividades biológicas que vem sendo descritas 

na literatura, como a antioxidante, a anti-inflamatória, a antitumoral, a antimicrobiana, 

a antiviral e a antiparasitária (Castaño et al., 2019; Singh et al., 2019). O nosso grupo 

de pesquisa tem demonstrado importante atividade antileishmania da chalcona (E)-1-

benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(3-bromo-4-etoxi-5-metoxifenil)prop-2-en-1-ona, o FERAI, 

em testes in silico e in vitro (Silva et al., 2023). Neste trabalho, a modulação da 

resposta imunológica em macrófagos infectados por L. braziliensis e/ou estimulados 

com LPS e tratados com o FERAI foi avaliada. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 GERAL 

 Investigar o papel da chalcona (E)-1-benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(3-bromo-4-

etoxi-5-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (FERAI) em modular a resposta imunológica in 

vitro de macrófagos ativados por lipopolissacarídeo e pela infecção por L. 

braziliensis. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 Avaliar a citotoxidade do composto em estudo; 

 Determinar o perfil de produção de óxido nítrico e citocinas após o 

tratamento com o FERAI de macrófagos infectados por L. braziliensis 

e/ou estimulados com LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 A LEISHMANIOSE 

 A leishmaniose é uma doença prevalente em países subdesenvolvidos 

e em desenvolvimento, com pouco investimento em tratamento. Afeta 

principalmente os continentes africano, asiático e a América Latina, sendo a L. 

braziliensis uma das espécies mais importantes e prevalentes da América 

Latina, no Brasil e na Bahia (OMS, 2022). Esta enfermidade infecciosa não é 

contagiosa e tem caráter zoonótico, isto é, doença originada de animais que 

são transmitidas a humanos. A transmissão ocorre através da picada do 

flebotomíneo fêmea, e acomete o homem (hospedeiro acidental) e diversas 

espécies de animais silvestres (roedores) e domésticos, principalmente cães, 

reservatórios urbanos de parasitos que desenvolvem a LV (De Mello et al., 

2014; Sarmento et al., 2021). 

 A LV tem caráter sistêmico, de curso crônico, grave, e de alta letalidade 

se não tratada, apresenta principalmente hepatoesplenomegalia, podendo 

aparecer febres irregulares de intensidade média e de longa duração, 

acompanhada de diversas alterações hematológicas, principalmente, anemia, 

leucopenia e trombocitopenia. Associado a isso, o emagrecimento, o edema e 

o estado de debilidade progressiva contribuem para agravamento dos casos e 

o óbito (Rey, 2010; Brasil, 2014). 

 A LT tem ampla prevalência e apresenta amplo espectro clínico, nas 

Américas Central e do Sul, é chamada de Leishmaniose Tegumentar 

Americana (LTA), relacionada as manifestações LC, LMC e a LCD. A LC é uma 

doença benigna que pode se apresentar por lesões indolores simples ou 

múltiplas, com bordas altas, delimitadas, e bem definidas. Tem caráter 

expansivo e tendência de disseminação para áreas distantes do ponto de 

penetração, cursando com o aparecimento de novas lesões. A LMC pode surgir 

como uma complicação da LC, podendo aparecer, meses e até mesmo anos 

após o aparecimento da primeira manifestação de LC, culminando com o 

aparecimento de lesões ulcerosas agressivas e destrutivas nas mucosas do 

nariz, boca e faringe. O processo ulcerativo pode atingir os lábios e se espalhar 

por todo o rosto, estas graves mutilações podem causar dificuldades de 

respirar, falar e se alimentar. Além de serem frequentes as complicações 

respiratórias por infecções secundárias, podem levar o paciente ao óbito. A 
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LCD, associada a L. amazonensis, está relacionada intimamente à deficiência 

da resposta imune celular e apresenta lesões difusas, não ulcerativas, 

semelhante a nódulos de queloide, podendo se espalhar por grandes porções 

do corpo. A LD é uma forma agressiva associada a lesões cutâneas múltiplas 

e polimórficas em mais de duas regiões do corpo, com aparecimento de 

pápulas, nódulos superficiais e ulcerações. E apesar de possuir essas 

manifestações clínicas clássicas, apenas uma pequena parte dos indivíduos 

infectados vão desenvolver a doença de fato (Brasil, 2017; Costa et al., 2021; 

Machado et al., 2024). 

 

 

Figura 1: Manifestações clínicas (Adaptado de Brasil, 2014/2017) 

 

 O diagnóstico é clínico e laboratorial, com base na característica da 

lesão apresentada, associado a anamnese, na qual os dados epidemiológicos 

são de grande importância. Podem ser realizadas pesquisa direta em esfregaço 

sanguíneo, pesquisa de DNA do parasito por PCR, e imunoensaios, como o 

Teste de Montenegro (Brasil, 2014/2017). 

 

3.2 CICLO DE VIDA DO PARASITO 

 O ciclo biológico da Leishmania é heteroxênico, isto é, possui um 

hospedeiro invertebrado (mosquito) e um hospedeiro vertebrado (homem). A 

Cutânea Muco-cutânea Cutânea Difusa

Disseminada Visceral
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infecção se inicia com a inoculação de formas promastigotas metaciclíca 

(formas infectivas) através do repasto sanguíneo realizado pela picada do 

flebotomíneo fêmea. Nos tecidos, essas formas promastigotas são fagocitadas 

pelos macrófagos, e dentro dos macrófagos assumem a forma de amastigotas 

intracelulares. Essas amastigotas se multiplicam por divisão binária simples 

dentro dos macrófagos até romper sua parede celular, retornando para os 

tecidos, e estando disponíveis para serem novamente fagocitada por outros 

macrófagos ou serem ingeridas através de um novo repasto sanguíneo com o 

mosquito-palha fêmea. Dentro do intestino do mosquito, esses parasitos sofrem 

uma nova diferenciação e se tornam promastigotas novamente, que se 

reproduzem de forma assexuada, podendo realizar uma nova infecção através 

de outro repasto sanguíneo (Kane & Mosser, 2000). 

 

 

Figura 2: Ciclo de vida da Leishmania (Siqueira-Batista, 2020) 

 

3.3 RESPOSTA IMUNE 

 O sistema imune é responsável pela defesa contra microrganismos 

infecciosos, as células e moléculas que o constituem e sua resposta coletiva e 

coordenada à entrada dessas substâncias estranhas é chamada de resposta 

imune, no entanto, mesmo substâncias estranhas não infecciosas e produtos 

de células danificadas podem induzir respostas imunológicas. Essas respostas 

são chamadas de imunidade inata e imunidade adaptativa (Abbas, 2019). 
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 A imunidade inata, também chamada de natural ou nativa, é a 

desenvolvida nas primeiras horas e nos primeiros dias após a infecção, ela é 

mediada por mecanismos já existentes antes mesmo da exposição acontecer, 

por isso ela é responsável por respostas mais rápidas contra os 

microrganismos invasores. As principais células envolvidas nessa resposta são 

os fagócitos (macrófagos e neutrófilos), células dendríticas, células natural killer 

(NK), mastócitos e células linfoides inatas, essas células recebem a ajuda de 

proteínas sanguíneas do sistema complemento e de várias lectinas e 

aglutininas, tendo a pele, epitélios de mucosas, e moléculas antimicrobianas 

como barreiras celulares e químicas. No entanto, essa resposta possui 

memória limitada ou até mesmo inexistente, além de menor especificidade e 

diversidade, atuando em moléculas compartilhadas por grupos de 

microrganismos relacionados (Murphy, 2014; Abbas, 2019). 

 Em contraponto, a imunidade adaptativa, também chamada de 

especifica ou adquirida, são estimuladas pela exposição aos agentes 

infecciosos, que aumentam em magnitude e capacidade responsiva após 

exposições sucessivas. Essa resposta reconhece e reage a um grande número 

de substâncias microbianas e não microbianas, as quais são chamadas de 

antígenos. As células responsáveis por essa proteção são os linfócitos e sua 

produção de anticorpos e células T efetoras, eles possuem maior 

especificidade para os antígenos, e diversidade ampla para uma gama de 

genes dos receptores formados por recombinação nos linfócitos (Murphy, 2014; 

Abbas, 2019). 

 As imunidades inata e adaptativa são conectadas, enquanto a inata 

fornece os primeiros sinais de perigo que estimulam a resposta imune 

adaptativa, ela frequentemente trabalha intensificando os mecanismos 

protetores da imunidade inata, fazendo com que eles sejam cada vez mais 

capazes de combater efetivamente os microrganismos (Murphy, 2014; Abbas, 

2019). 
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Figura 3: Resposta imune inata e adaptativa (Abbas, 2019) 

 

3.4 IMUNOMODULAÇÃO NA INFECÇÃO POR Leishmania 

 Os macrófagos são as principais células envolvidas na resposta imune 

frente à infecção por Leishmania, eles fazem parte do Sistema Mononuclear 

Fagocitário (SMF), responsável pela modulação de duas possíveis respostas, 

uma direcionada para a cura do indivíduo, e outra, pelo desenvolvimento da 

doença. Além de abrigarem os parasitos, os macrófagos atuam no controle e 

na modulação da resposta imune. Existem duas vias de ativação de 

macrófagos: a via de ativação clássica (perfil M1), e a via de ativação alternativa 

(perfil M2). A via M1 é ativada a partir de estímulos pró-inflamatórios como 

interferon gama (IFN-γ) e lipopolissacarídeos parasitários (LPS), isso faz com 

que ele produza níveis elevados de espécies reativas de oxigênio (ROS), óxido 

nítrico (NO) e citocinas pró-inflamatórias como a interleucina 12 (IL-12) e o fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α), levando ao aumento da capacidade 

microbicida, sendo essencial para a eliminação do parasito. Em contraponto, a 

via M2 é ativada a partir de citocinas anti-inflamatórias como a interleucina 4 e 

13 (IL-4 e IL-13), promovendo, então, a produção de prolina, poliaminas e 

ureias, que fazem parte do suporte nutricional da Leishmania, o que favorece a 

sua manutenção e replicação (Santos-Pereira et al., 2019). 
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Figura 4: Vias de ativação de macrófagos (Kumar, 2021) 

 

 Os macrófagos parasitados e outras células apresentadoras de antígeno 

(APC) apresentam antígenos de Leishmania aos linfócitos T do tipo CD4+. 

Estes linfócitos são estimulados a produzir interleucinas (IL) e dependendo do 

perfil estimulado, ocorre o desenvolvimento de duas subpopulações de linfócito 

Th (Thelper). A Th do tipo 1 (Th1) secreta grande quantidade de TNF-α 

associado a produção de citocinas pró-inflamatórias, enquanto Th do tipo 2 

(Th2) produz grande quantidade de IL-4 associada a citocinas promotoras da 

produção de anticorpos por linfócitos B. A resposta Th1 está associada a 

capacidade do hospedeiro em controlar a infecção e a resposta Th2, mais 

correlacionada com o processo progressivo da doença. Uma outra resposta 

que vem demonstrando grande relevância é a Th17, apresentando papel 

importante na regulação da resposta imune, atuando no recrutamento de 

neutrófilos e modulando citocinas pró-inflamatórios para o local da lesão, no 

entanto, ela pode se apresentar com caráter dual, podendo auxiliar tanto na 

resposta Th1 quanto na Th2 (Anderson et al., 2009; Boaventura et al., 2010; 

Almeida, 2013; De Oliveira et al., 2021). 
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Figura 5: Resposta imune frente à Leishmania (Goes FIlho,2020) 

 

 Além disso, a resistência ao parasito pode ter outros fatores associados 

como por exemplo, a exaustão de linfócitos T, dentre outros, como foi descrito 

por Costa-Madeira et al. (2022) ao serem expostos exacerbadamente à 

antígenos e inflamação crônica, diversas funções das células T, principalmente 

as de memória, são alteradas. A exaustão dessas células impede uma resposta 

imune efetora por longos períodos e por isso, ocasiona a resistência (Costa-

Madeira et al., 2022). 

 

3.5 TRATAMENTO 

 Os antimoniais pentavalentes são o pilar da farmacoterapia na 

leishmaniose desde a década de 1940, o antimoniato de meglumina segue 

sendo a primeira linha de tratamento para doença desde então, sendo eficaz 

para todas as manifestações clínicas da doença. Seu efeito imunomodulador 

está relacionado ao aumento da fagocitose, a indução da produção de TNF-α 

e consequente produção de NO por células do SMF (Paiva, 2023). 

 Nos casos em que os antimoniais não são indicados, as opções são a 

anfotericina B, a pentamidina, ou a miltefosina, o primeiro e até então único 

medicamento de administração oral desenvolvido, que começou a ser 

comercializado no Brasil há pouco tempo (De Mello et al., 2014; Bastos et al., 

2016; Santiago et al., 2021). Apesar da miltefosina ser uma opção de 

administração mais confortável e não necessitar de hospitalizações para sua 

utilização, ela não tem diferenças estatisticamente significativas com relação a 

eficácia se comparada ao antimoniato, entretanto, possui efeitos adversos 
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gastrointestinais mais pronunciados causando mais desconforto que os outros 

medicamentos. Além disso, é um medicamento teratogênico, tornando-o 

contraindicado para gestantes devido ao risco de má formação fetal, e 

necessitando de controle especial para sua aquisição. Segundo Bastos et al. 

(2016) alguns pesquisadores sugerem propriedades imunomoduladores que 

auxiliam no seu mecanismo de ação, supostamente inibindo a resposta Th2 e 

estimulando a resposta Th1 (Bastos et al., 2016; Sarmento et al., 2021; 

Santiago et al., 2021). 

 A anfotericina B é indicada para formas resistentes à terapia com o 

antimoniato, e sendo preferível para o tratamento com comprometimento 

mucoso em imunossuprimidos. Existem duas apresentações da anfotericina B, 

a desoxicolato e a lipossomal, a diferença entre elas se dá pela toxicidade, 

tempo de tratamento e preço. A anfotericina lipossomal é menos tóxica, e 

diminui em mais da metade o tempo de tratamento, no entanto, custa o triplo 

do preço da desoxicolato. Apesar de modular a resposta imune com a produção 

de TNF-α e o aumento do estresse oxidativo, produzindo ROS, ela pode reduzir 

a capacidade fagocitária de neutrófilos (Pinto, 2006; Bastos et al., 2016; 

Gomes, 2018). 

 A pentamidina é a alternativa para os casos em que os antimoniais e a 

anfotericina B não é indicado, é também o tratamento de primeira escolha para 

crianças. Seu mecanismo de ação e de modulação da resposta imune ainda 

não está bem estabelecido (Bastos et al., 2016; Santiago et al., 2021). 

 A imunoterapia combinada com o tratamento padrão vem sendo 

investigada devido ao alto índice de falha terapêutica, curso longo da doença e 

desenvolvimento de espécies resistentes, por isso, imunomoduladores se 

destacam visto que a leishmaniose se mostra uma enfermidade 

essencialmente imuno-mediada. As vacinas são medicamentos biológicos que 

fornecem uma imunidade adaptativa para determinadas doenças, por isso elas 

são uma opção terapêutica, no entanto, ainda não existem vacinas humanas 

disponíveis para a doença, havendo apenas vacinas em fase de teste. A 

VaxLeish® desenvolvida pela CTVacinas está em fase de testes in vitro, seus 

resultados preliminares demonstram segurança e eficácia na modulação da 

resposta imune (Brito, 2012; Santiago et al., 2021). 
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 As opões de prevenção e controle para leishmaniose são limitadas, por 

isso, a principal forma de profilaxia, é evitar a picada dos flebotomíneos. Isso 

pode ser possível através de proteção individual, com a utilização de repelentes 

e de mosquiteiros de malha fina, mas nem sempre estas medidas são efetivas 

(Siqueira-Batista, 2020). 

 

3.6 CHALCONAS 

 As chalconas pertencem ao grupo dos flavonóides e estão presentes nas 

plantas das famílias Leguminosae, Compositae e Moraceae, são constituintes 

vitais de algumas plantas comestíveis e medicinais, está presente em frutas, 

vegetais, grãos, raízes, frutas e flores. Possui como estrutura base dois anéis 

aromáticos unidos por uma cadeia insaturada de três carbonos e um grupo 

carbonila, podendo existir em duas formas isoméricas trans (E,1) e cis (Z, 2). 

Seu número de hidrogênios substituíveis torna a molécula uma importante 

precursora de derivados com diferentes atividades biológicas, que tem 

despertado interesse científico devido ao grande número de atividades 

farmacológicas identificadas, como a anticancerígena, anti-inflamatória, 

antimicrobiana e antiparasitária (Slimestad & Verheul, 2011; Huang & Xiao, 

2020; Wang et al., 2020; Jasim et al., 2021). 

 

 

Figura 6: Representações estruturais e numéricas da chalcona (Gomes et al., 2017) 

 

 Diferentes estudos vêm mostrando importante atividade antiparasitária 

de diversas chalconas. Ensaios in vitro demonstraram promissora ação para as 

formas tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi, com potência de 

cerca de três vezes maior que o medicamento de referência utilizada para o 

tratamento, o Benzonidazol (Martinez, 2022). Outro estudo in vitro de duas 
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chalconas sintéticas, também destacou a inibição do crescimento do 

Plasmodium falciparum em concentrações inibitórias menores que as 

encontradas na literatura (Pereira, 2008). 

 

3.7 FERAI 

 O estudo de Silva et al. (2023) mostrou que o FERAI tem ação in silico e 

in vitro. O FERAI foi capaz de causar importantes alterações ultraestruturais em 

promastigotas de L. braziliensis tanto na concentração de 10μM (Figura 7C e 

7F), quanto na concentração de 5μM (Figura 7B e 7E), quando comparado ao 

grupo não tratado (Figura 7A e 7D), afetando estruturas como flagelo, 

membrana, núcleo e mitocôndria, além de ser possível observar vacúolos 

lipídicos no seu citoplasma. Somado a isso, O FERAI também foi capaz inibir a 

infecção de formas promastigotas e amastigotas de L. braziliensis em baixas 

concentrações (9,75±1,7μM e 10,13±1,7μM, respectivamente), sendo cerca de 

seis vezes mais seletivo para células de parasito do que para as células de 

macrófagos J774 utilizadas nesse estudo (Santos, 2023). 

 Este estudo sugeriu, portanto, que o FERAI pode ser uma alternativa 

terapêutica promissora no tratamento da leishmaniose. Entretanto, ainda não 

há relato na literatura sobre o papel do FERAI na modulação do sistema 

imunológico na infecção por L. braziliensis. 
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Figura 7: Alterações ultraestruturais do FERAI em promastigotas de L. braziliensis (Fonte: 

Santos, 2023) 

Microscopia eletrônica de varredura (7A, 7B e 7C) e Microscopia eletrônica de 

transmissão (7D, 7E e 7F). Promastigotas de L. braziliensis não tratados (7A e 

7D), tratados com 5 μM (7B e 7E) e com 10 µM de FERAI (7C e 7F). Flagelo 

(f). Bolsa flagelar (bf). Mitocôndria (m). Núcleo (n). Vacúolos lipídios (*). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 O FERAI 

 A chalcona em estudo foi sintetizada e enviada para o nosso grupo de 

pesquisa pelo Prof. Dr. Hemerson Iury Ferreira Magalhães da Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB), para fins de investigação da atividade biológica da 

molécula, visto que estudos preliminares in silico demonstraram uma possível 

predição desta molécula para atividade antileishmania. Em resumo, a síntese 

foi realizada inicialmente com a bromação da vanilina, seguida da etilação da 

bromo-vanilina e então, condensação aldólica entre a bromo etil vanilina e a 

3,4-(metilenodioxi)acetofenona (Silva et al., 2023). 

 

 

Figura 8: Estrutura Química do FERAI (E)-1-benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(3-bromo-4-etoxi-5-

metoxifenil)prop-2-en-1-ona 

 

4.2 CULTURA DE CÉLULAS E PARASITOS 

 Macrófagos imortalizados de linhagem J774 foram cultivados em meio 

DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium - DMEM; Life Technologies, 

GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD), com 10% de soro bovino fetal (SBF, Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil) e 0,01% gentamicina (Novafarma, Anápolis, GO, Brasil), 

e mantidos na estufa sob as condições de 37°C e 5% de CO2. 

 As formas promastigotas de L. braziliensis (cepa MHOM/BR88/BA-3456) 

foram cultivadas em meio Schneider (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) 

com 10% de SBF (SBF, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 0,01% gentamicina 

(Novafarma, Anápolis, GO, Brasil), e mantidas na incubadora a 26°C. Os 

parasitos foram contados diariamente em câmara de Neubauer por cinco dias, 

ao atingirem a fase estacionária de crescimento, novas passagens in vitro 

foram realizadas. 



29 
 

4.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE 

 Macrófagos J774 (1x105 células/poço) foram plaqueados, respeitando o 

tempo mínimo de 2h para adesão celular, e então, foram tratados com 

diferentes concentrações do composto em estudo (50-3,25μm), diluídas ½ e 

em triplicada. A dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e a 

anfotericina b (GIBCO, Brasil) foram utilizadas como controle positivo, e a 

violeta de genciana (Synth, São Paulo, SP, Brasil), droga toxica de referência, 

foi utilizada como controle do ensaio. As drogas foram diluídas em 

dimetilsulfóxido (DMSO) em quantidade suficiente (previamente calculada) 

para obtenção de uma solução estoque de 10μM.  Após 72h mantidas a 37°C 

e 5% de CO2, foi adicionado aos poços a solução colorimétrica AlamarBlue 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). Posteriormente, a placa foi lida em 

espectrofotômetro, nos comprimentos de onda de 570nm a 600nm, gerando o 

valor do Índice de Concentração Citotóxica para 50% dos macrófagos (CC50). 

 

4.4 DOSAGEM DE CITOCINAS E ÓXIDO NÍTRICO 

 Macrófagos J774 (1x105 células/poço) foram plaqueados, respeitando o 

tempo mínimo de 2h para adesão celular, em seguida foram ativados em três 

diferentes grupos: (1) o grupo de infectados por formas promastigotas de L. 

braziliensis na razão de 10:1 parasitos/macrófago (1x106 parasitos/poço); (2) o 

grupo de infectados por formas promastigotas de L. braziliensis na razão de 

10:1 parasitos/macrófago (1x106 parasitos/poço) e estimulados por 

lipopolissacarídeos (LPS, 500ng/mL, Escherichia coli sorotipo 0111:B4, 

Sigma); e (3) o grupo de estimulados por LPS (500ng/mL, Escherichia coli 

sorotipo 0111:B4, Sigma). Em seguida, as células foram tratadas com 

diferentes concentrações do FERAI (10-0,625μM), diluídas ½ e em triplicada. 

A dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e a anfotericina b 

(GIBCO, Brasil) foram utilizadas como controle positivo do ensaio. As drogas 

foram diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) em quantidade suficiente 

(previamente calculada) para obtenção de uma solução estoque de 10μM. As 

placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 4h para coleta de 

sobrenadante e posterior dosagem de TNF-α, e 24h e 48h para coleta de 

sobrenadante e posterior dosagem das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12 e TGF-

β pelo método de ELISA seguindo as instruções do fabricante do kit 
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Elabscience (Elabscience, Houston, Texas, EUA), e do NO pela reação de 

Griess (Green et al., 1982). 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 O teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de comparações 

múltiplas de Bonferroni serão utilizados para determinar a significância 

estatística das comparações entre os grupos nos estudos in vitro. Os resultados 

serão considerados estatisticamente significativos quando o valor de p < 0,05. 

Todas as análises serão realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 

versão 9 (Graph Pad Software, San Diego, CA). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 O FERAI POSSUI BAIXA CITOTOXICIDADE 

 O FERAI apresentou valor de CC50 de 66±0,12μM, sendo cerca de 

dezoito vezes menos citotóxico que a anfotericina B (CC50 de 3,6±0,50μM), 

medicamento de referência para o tratamento da leishmaniose e cerca de duas 

vezes menos citotóxico que a dexametasona (CC50 de 33,83±0,13μM), 

medicamento de referência para doenças imunomediadas. A violeta de 

genciana, uma droga com atividade citotóxica já reconhecida, apresentou valor 

de CC50 de 0,6±0,01μM (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Citotoxicidade do FERAI frente à macrófagos murinos 

Moléculas CC50 ± DP 

MØ J774-G8 (μM) 

FERAI 66±0,12 

Anfotericina B 3,6±0,50 

Dexametasona  33,83±0,13 

Violeta de Genciana 0,6±0,01 

CC50=Concentração Citotóxica de 50%. Valores calculados a partir de dois experimentos 

independentes. 

 

 A citotoxicidade é um parâmetro inicial importante para avaliar a 

capacidade de substâncias químicas serem danosas ou não para as células e 

os tecidos, sendo necessária para encontrar um equilíbrio entre possíveis 

efeitos farmacológicos e os efeitos toxicológicos, permitindo avaliar o potencial 

terapêutico e a sua segurança (Melo et al., 2000; O’Brien et al., 2000; 

Eisenbrand et al., 2002). 

 Os resultados encontrados corroboram com outros resultados de 

diferentes autores que demonstram baixa citotoxicidade de chalconas em 

macrófagos murinos (De Mello et al., 2014) e em vários outros tipos celulares 

como as cancerígenas (Letafat et al., 2013; Otero et al., 2014; Burmaoglu et al., 

2022). 
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5.2 PRODUÇÃO DE TNF-α e NO APÓS O TRATAMENTO OU NÃO DE 

MACRÓFAGOS COM FERAI 

 Após 4h de tratamento, o FERAI inibiu a produção de TNF-α, tanto no 

grupo apenas infectado por L. braziliensis quanto no grupo infectado e 

estimulado com LPS, quando comparados ao controle negativo (estímulo com 

LPS + infecção, mas não tratado) (Figura 9A). Após 24h de tratamento, a 

produção de NO foi aumentada em todos os grupos tratados, especialmente no 

grupo infectado e estimulado na concentração de 10μM, quando comparado ao 

não tratado (Figura 9B). 
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Figura 9: Produção de TNF-α e NO em macrófagos murinos tratados com FERAI 

Dosagem de: (A) TNF-α após 4h de tratamento; (B) NO após 24h de 

tratamento. Os asteriscos indicam a comparação das células infectadas por L. 

braziliensis, estimuladas com LPS e tratadas com FERAI, com as células 

apenas infectadas e estimuladas, mas não tratadas (* p < 0,05; ** p < 0,01). 

 

 O TNF-α é uma importante citocina pró-inflamatória, ela desempenha 

papel crucial na defesa contra patógenos, e é rapidamente produzida na fase 

aguda de infecções. Na Leishmania spp. ela induz a produção de IFN-γ por 

linfócitos, e ambos produzem o NO e ROS responsáveis pela atividade 

microbicida que culmina com o não desenvolvimento da doença (De Oliveira et 

al., 2021). 

 O estudo de Souza et al. (2010) avaliou a produção de TNF-α em 

macrófagos humanos, de pacientes infectados por L. braziliensis, e se essas 

células eram resistentes ou susceptíveis à produção de NO. Nele, foi observado 

que os macrófagos resistentes ao NO não produziram TNF-α, e esses 

resultados estão relacionados a refratariedade ao tratamento. Além disso, a 

resistência ao NO está associada diretamente ao tamanho da lesão cutânea 
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nesses pacientes, indicando a importância desses produtos para condução do 

tratamento (Souza et al., 2010). 

 Rodrigues (2020) também observou a produção in vitro de TNF-α e NO 

em macrófagos infectados por L. braziliensis que foram tratados com extrato 

de Amburana cearensis, planta da família Leguminosae (Rodrigues, 2020). 

Outro estudo com chalconas sintéticas também observaram a produção de NO 

em macrófagos infectados por L. braziliensis (De Mello et al., 2014). A 

anfotericina B, o tratamento de segunda escolha para leishmaniose e controle 

positivo do presente estudo, também modula a resposta imune através da 

produção da TNF-α e de NO (Pinto, 2006; Bastos et al., 2016; Gomes, 2018). 

 

5.3 FERAI INIBE A PRODUÇÃO DE OUTRAS CITOCINAS PRÓ-

INFLAMATÓRIAS 

 A inibição das citocinas IL-1β, IL-6 e IL-12 foi observada após 48 horas 

de tratamento com o FERAI, tanto na concentração de 10μM quanto na de 5μM. 

De maneira similar, esta inibição também foi observada nos grupos tratados 

com a anfotericina B e a dexametasona, quando comparados ao grupo não 

tratado (Figura 10). Estes resultados confirmam outro estudo realizado pelo 

nosso grupo, em que o FERAI inibiu a produção desse conjunto de citocinas 

em macrófagos ativados por LPS (Uzêda, 2024). 
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Figura 10: Produção de citocinas pró-inflamatórias em macrófagos murinos tratados com 

FERAI 

Dosagem de: (A) IL-1β; (B) IL-6; (C) IL-12 após 48h de tratamento. Os 

asteriscos indicam a comparação das células estimuladas e tratadas com as 

células estimuladas com LPS (* p < 0,05). 

 

 As citocinas pró-inflamatórias associadas a resposta Th1 desempenham 

papel fundamental no controle da infecção por Leishmania, no entanto, sua 

produção exacerbada tem sido associada ao aparecimento de lesões ulceradas 

características da leishmaniose, demonstrando que ainda que esta seja uma 

resposta protetora, quando exagerada, causa dano tecidual (De Oliveira et al., 

2021). A IL-1β atua propagando a inflamação, servindo de gatilho para 

expressão de outras citocinas pró-inflamatórias (Amorim, 2021). A IL-6 ainda 

que esteja ligada a uma atividade protetora, pode possuir um perfil anti ou pró-

inflamatórios, possuindo diversos mecanismos que depende da interação com 

outros produtos da resposta imune para determinar sua resposta na infecção 

por Leishmania (Silva, 2016). Ademais, a IL-12 é uma importante mediadora na 
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indução da resposta Th1, sendo também responsável por induzir a produção 

de IFN-γ (Gomes, 2018). 

 Em outro estudo, a chalcona trans-1,3-difenil-2,3-epoxipropano-1-ona 

suprimiu a produção de IL-1β e IL-6 in vitro em macrófagos ativados por LPS 

(Kim, et al., 2013). Além disso, outros compostos da classe dos flavonoides 

também foram capazes de inibir citocinas como IL-1β e IL-6 em macrófagos 

ativados por LPS em estudos in vitro (Xin et al., 2021). 

 

5.4 PRODUÇÃO DE CITOCINAS ANTI-INFLAMATÓRIAS 

 Após 48h de tratamento, foi possível observar um aumento da expressão 

de IL-10 (Figura 11A) e de TGF-β (Figura 11B) no grupo tratado com a 

concentração de 10μM, quando compara ao grupo não tratado. Além disso, não 

foi possível observar produção significativa dessas citocinas no grupo tratado 

com a anfotericina B, confirmando os dados da literatura que não relatam a 

modulação da resposta imune desse medicamento a partir dessas vias (Pinto, 

2006; Bastos et al., 2016; Gomes, 2018).  
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Figura 11: Produção de citocinas anti-inflamatórias em macrófagos murinos tratados com 

FERAI 

Dosagem de: (A) IL-10; (B) TGF-β após 48h de tratamento. Os asteriscos 

indicam a comparação das células infectadas por L. braziliensis, estimuladas 

com LPS e tratadas com FERAI, com as células apenas infectadas e 

estimuladas, mas não tratadas (* p < 0,05). 

 

 Citocinas anti-inflamatórias estão associadas a resposta Th2, que 

favorece a replicação do parasito e o desenvolvimento da doença, no entanto, 

elas têm papel fundamental no reparo ao dano tecidual, sugerindo que um 

contrabalanço entra a resposta Th1 e Th2 é a ideal no curso da infecção por 

Leishmania (Almeida, 2013; De Oliveira et al., 2021). IL-10 e TGF-β são 

citocinas reguladoras e possuem efeitos antagonistas em citocinas pró-

inflamatórias. Por exemplo, a IL-10 é secretada quando há uma superprodução 

de citocinas pró-inflamatórias como a IL-12, enquanto isso, o TGF-β trabalha 

de forma conjunta com a IL-6 para indução da resposta Th17, ambas citocinas 

são importantes moduladores da resposta imune na leishmaniose (Almeida, 

2013; Oliveira, 2013; Gomes, 2018). 
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 Rodrigues (2020) também observou a produção in vitro de IL-10 em 

macrófagos infectados por L. braziliensis que foram tratados com extrato de 

Amburana cearensis, planta da família Leguminosae (Rodrigues, 2020). Outro 

estudo também destacou que a chalcona sulfonamida induziu a produção de 

IL-10 e TGF-β in vitro em células de exsudato peritoneal submetidas a infecção 

parasitária (Bhoj et al., 2019). 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Os resultados desse estudo com o FERAI corroboram com outros resultados 

do nosso grupo de pesquisa. Santos em 2023, mostrou que o FERAI possui ação in 

vitro antileishmania direta, segura e eficaz, afetando vias bioquímicas e organelas 

importantes no parasito como a membrana, a mitocôndria e o núcleo. Enquanto Uzêda 

em 2024, demonstrou importante atividade imunossupressora e anti-inflamatória, 

inibindo a proliferação de linfócitos e a secreção de citocinas por linfócitos e 

macrófagos murinos in vitro e modulando as alterações teciduais em resposta ao 

edema de pata em modelo experimental in vivo. O presente estudo reforça estes 

resultados, sugerindo que o FERAI, além de possuir atividade direta no parasito de L. 

braziliensis, pode exercer uma importante atividade imunomoduladora no 

desenvolvimento das lesões. Novos estudos serão realizados a fim de avaliar o papel 

desta molécula em modelo experimental de leishmaniose cutânea. 
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