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RESUMO 
 

Taquizoítos de Toxoplasma gondii ao infectarem a célula hospedeira se 

estabelecem dentro de um vacúolo modificado, denominado, vacúolo 

parasitóforo (VP) até ocorrer à lise celular. Esta lise é o principal fenômeno 

patológico da toxoplasmose, doença causada por esse parasita. As drogas 

utilizadas no tratamento da toxoplasmose não eliminam o parasita do 

organismo;  além de causar uma série de efeitos colaterais ao hospedeiro e 

resistência do parasita ao quimioterápico. No presente estudo, novos 

compostos de Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidinônicos foram 

testados contra o desenvolvimento intracelular do T. gondii para observar seus 

efeitos tóxicos. Células Vero, foram infectadas, tratadas com os compostos e 

processadas para microscopia óptica e eletrônica de transmissão de rotina. As 

células infectadas com taquizoítos de T. gondii por 24h, mostram o parasita 

com sua forma característica de meia-lua na cultura controle. A partir de testes 

com diferentes concentrações dos compostos utilizados, foi possível 

estabelecer a concentração padrão utilizada para todos os compostos que foi 

de 1,5 mM. Após o tratamento com os compostos por 12h e 24h, a 

porcentagem de células infectadas e o número de parasitas intracelulares 

diminuíram drasticamente, sendo o seu efeito tempo-dependente. O 

tratamento com os compostos causou drásticas alterações morfológicas nos 

parasitas intravacuolares, que passaram a apresentar, dentro do VP, formato 

arredondado e também formas semelhantes a inclusões citoplasmáticas. A 

célula hospedeira, no entanto, pareceu inalterada nos tratamentos por 12h e 

24h, porém no tratamento por 48h com os compostos, apresentou grandes 

alterações na sua morfologia, ficando com aspecto arredondado, não muito 

aderida ao substrato e citoplasma bastante denso. A análise da reversibilidade 

revelou que na ausência do derivado Tiosemicarbazona, a infecção de 24h não 

foi re-estabelecida pelos parasitas intracelulares, porém o mesmo não 

aconteceu com o derivado Tiazolidinônico, onde a infecção por 24h foi 

novamente estabelecida pelos parasitas que no decorrer do tratamento de 24h 

não foram afetados. Análises ultraestruturais mostraram que na presença dos 

compostos, os parasitas no interior do VP, encontram-se com citoplasma 

bastante vacuolizado e também com sua estrututura bem alterada, 
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confirmando o observado pela análise morfológica. Não houve alterações 

aparentes na célula hospedeira após o tratamento por 24h com o derivado 

Tiosemicarbazona, porém na presença do derivado Tiazolidinônico por 24h, 

mudanças na disposição das organelas e vacuolizações citoplasmáticas foram 

observadas nas células hospedeiras. Os resultados apresentados sugerem 

que a presença dos novos compostos alterou a morfologia, ultraestrutura e 

multiplicação dos taquizoítos de T. gondii, promovendo sua destruição e 

eliminação da cultura.  
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ABSTRACT 
 

Tachyzoites of Toxoplasma gondii during infection of the host cell 

establish inside of the modified vacuole called parasitophorous vacuole (PV) 

until the cell lyses. It is the main pathological phenomenon of the 

toxoplasmosis. Drugs used against toxoplasmosis do not eliminate the parasite 

from the organism. Besides take place a sort of host collateral effects and 

development of quimioterapic resistence by the parasite. At the present study, 

new compounds from Tiosemicarbazones and its derivates tioazolidinonics 

were tested against the intracellular development of T. gondii and its toxic 

effects observed. Vero cells used as host-cell were infected, followed by 

treatment with the different compounds and prepared for light and transmission 

electron microscopy. Twenty four hour tachyzoites-infected cells had shown 

intracellular parasite development and established the infection process. The 

citotoxic assay had indicated the 1,5 mM of the evaluated drug as a standard 

concentration. After the treatment with the compounds (12 and 24 hours), the 

percentage of infected cells as well the number of the intracellular parasites 

decreased drastically been observed a time-dependent effect. The treatment 

with the compounds took place pronunciated morphological changes over the 

intravacuolar parasites, which had shown amorphous aspect.  Nevertheless, 

the host cell seems to be unaltered. The reversibility experiment had shown 

that in the absence of the Tiosemicarbazone derivate, the 24h-infection were 

not established by the parasites, however it was not the case for the 

tiazolidinonic derivate, where the 24h-infection were established again. Electron 

microscopy observation revealed that the parasites inside the PV were 

destroyed in the presence of the tested compounds, which is in accordance 

with the light microscopy data. There were no notable changes at the host cell 

after the Tiosemicarbazone treatment for 24 hours, but in the presence of the 

derivate compounds (24 h exposed) alteration were observed in the host cell, 

which includes organelles distribution and cytoplasmatic vacuolization. The 

results obtained suggested that in the presence of these tested compounds, 

tachyzoites of T. gondii were effect in its structure, ultrastructure and 

multiplication causing its destruction and elimination from the culture.  
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1-INTRODUÇÃO 
 
 

Parasitas intracelulares utilizam-se de diferentes mecanismos de 

internalização e sobrevivência na célula hospedeira. Esses mecanismos são 

fundamentais para o sucesso e disseminação da infecção no hospedeiro. Tais 

parasitas são responsáveis por diversas doenças que afetam animais de 

interesse veterinário e a população humana mundial.  

Parasitas intracelulares pertencem a diferentes filos, entre eles, o filo 

Apicomplexa, que abrange 500 espécies de protozoários, todos parasitas 

(Levine, 1988) . Parasitas pertencentes a esse filo, como os dos gêneros: 

Plasmodium, Toxoplasma, Eimeria, Sarcocystis, Teileria, Babesia, possuem 

uma complexa estrutura apical denominada conóide (Nichols & Chiappino, 

1987; Morrissette et al ., 1994); um complexo formado por três membranas 

que envolvem grande parte do corpo do parasita e uma via secretora 

extremamente polarizada responsável pela eficiência da invasão e infecção no 

hospedeiro, com a participação de três organelas: róptrias, micronemas e 

grânulos densos.  

 O Toxoplasma gondii, um parasita intracelular obrigatório é o agente 

causador da Toxoplasmose. Essa doença atinge diferentes hospedeiros, entre 

eles, o homem. A toxoplasmose é uma doença caracterizada pela lise e 

destruição celular-tecidual de vários órgãos do hospedeiro vertebrado. Essa 

destruição é mais drástica quando indivíduos estão imunocomprometidos (Luft 

et al ., 1993) ou em feto em desenvolvimento embrionário (Martin, 2001; 

Goldenberg & Thompson, 2003; Mozatto & Procianoy, 2 003). Além disso, a 

Toxoplasmose passou a ser uma grave doença, causando a mortalidade, em 

pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida -AIDS, comportando-

se como uma das infecções mais sérias relacionadas à AIDS (Luft & 

Remington, 1992; Kasper & Boothroyd, 1993)   

Tradicionalmente a terapia utilizada para a toxoplasmose leva ao 

controle da disseminação da infecção. No entanto, ela é insuficiente para 

eliminar as formas intracelulares dos parasitas. 

A quimioterapia indicada para toxoplasmose, pirimetamina e 

sulfadiazina, sozinhas ou combinadas, induzem severos danos colaterais 



 3 

quando utilizadas por um longo período (Bosch-Driessen et al ., 2002; Degerli 

et al ., 2003). Além disso, cepas de T. gondii desenvolveram resistência a estes 

compostos (Sköld, 2000) . Esses compostos quimioterápicos usados contra a 

toxoplasmose são os mesmos também utilizados para outras infecções 

provocadas por Apicomplexas, como por exemplo, o Plasmodium falciparum, 

agente causador da malária, que também apresenta resistência às drogas. 

Assim, o desenvolvimento de novos quimioterápicos se faz necessário, 

a fim de observar seus efeitos tóxicos, biológicos e celulares.  

Nosso grupo de pesquisa, já vem avaliando a ação de compostos com 

diferentes alvos no aspecto da interação parasita/célula hospedeira. A 

interação parasita/célula hospedeira vem sendo um ótimo modelo de estudo 

para compostos com finalidade quimioterápica. No presente trabalho, serão 

utilizados novos compostos pertencentes à classe das Tiosemicarbazonas 

bem como seus derivados Tiazolidinônicos. Essa classe de compostos possui 

atividade anti-proliferativa e atua em fase específica do ciclo celular, 

comportando-se como agentes específicos de fase. Sendo assim, nosso 

objetivo principal, será avaliar os efeitos celulares causados por esses 

compostos, contra o desenvolvimento intracelular do T. gondii. 

                                                                                            

1.1-  Ciclo de vida do Toxoplasma gondii 

 

 Os primeiros a esclarecerem o ciclo de vida do Toxoplasma gondii foram 

Frenkel, 1990 e Hutchinson & Dunachie, 1971 . O seu ciclo de vida é dividido 

entre duas classes de hospedeiros: hospedeiro definitivo (felídeos) e 

hospedeiro intermediário (vertebrados). Devido ao ciclo de vida, podemos 

encontrar formas de replicação e disseminação do parasita, por reprodução 

assexuada e formas de produção de gametas, por reprodução sexuada. O T. 

gondii, realiza o seu ciclo de vida completo no hospedeiro felino e apenas a 

reprodução assexuada nos hospedeiros vertebrados. 

O ciclo nos felinos (ciclo enteroepitelial) ocorre quando oocistos ou 

cistos ingeridos pelo gato liberam respectivamente, esporozoítos e bradizoítos, 

onde estes por sua vez entram nas células epiteliais do intestino dando origem 

a esquizontes (fig. 1) . Ao final do processo de esquizogonia, taquizoítos, a 
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forma de disseminação da infecção e responsável pelos danos patológicos, 

são formados, estabelecendo a infecção na célula hospedeira (fig. 1) .  

Durante o estabelecimento da infecção na célula hospedeira, taquizoítos 

são liberados após ocorrer à lise celular. Uma vez no ambiente extracelular, 

estão aptos a infectarem novas células hospedeiras, permitindo então que a 

infecção se perpetue. A forma taquizoíta da cepa RH, que será utilizada neste 

trabalho, caracteriza-se por ser uma forma de rápido crescimento e que se 

replica no interior da célula hospedeira aproximadamente 6 horas após sua 

internalização (Pferffkorn, 1990).  

 Ainda no hospedeiro definitivo, alguns taquizoítos, no entanto, se 

diferenciam em gametócitos (microgametas e macrogametas). Estes 

gametócitos posteriormente se fundem formando o zigoto. O zigoto então 

evolui para oocistos, sendo eliminado pelas fezes (fig.1) . Dois esporocistos 

são formados, cada um com 4 esporozoítos, sendo que em 3 ou 4 dias 

encontram-se aptos para infectar outros hospedeiros. Este ciclo, como 

descrito, é característico dos felinos (Frenkel et al ., 1969). Durante a fase 

aguda, milhões de oocistos são liberados nas fezes dos gatos por um período 

que dura 7 a 21 dias (Dubey et al ., 1970). Estes sobrevivem no ambiente por 

um período considerável.  

 A fase extraintestinal, é caracterizada por apresentar somente a 

reprodução assexuada de taquizoítos/bradizoítos, ocorrendo em hospedeiros 

vertebrados intermediários (fig. 1) . Esta fase começa quando oocistos ou 

cistos teciduais ingeridos liberam respectivamente, esporozoítos ou 

bradizoítos, que por sua vez entram em várias células, nos diferentes tecidos 

(fig.1) . Uma vez nos tecidos, multiplicam-se formando taquizoítos que quando 

liberados infectam outras células, perpetuando a infecção. Essa fase consiste 

de 2 estágios distintos de crescimento: a fase aguda e a fase crônica, as quais 

estão relacionadas com as duas formas de infecção do parasita, taquizoíto e 

bradizoíto, respectivamente. 

A toxoplasmose é uma doença em 90% dos casos assintomática, 

devido à infecção latente pelos parasitas. Isso se deve provavelmente a uma 

resposta imunológica eficiente (Frenkel et al. 1970; Frenkel, 1990; Montoya 

& Liesenfeld, 2004). No entanto, em indivíduos imunocomprometidos, ocorre 

reativação da infecção pelos taquizoítos, através da conversão de bradizoítos 
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para taquizoítos, e sua conseqüente disseminação por todo o corpo (Luft et 

al., 1984) (fig. 1) .  

 

 

 
Figura 1-   Ciclo de vida do Toxoplasma gondii e manifestações clínicas (modificado Montoya 

& Liesenfeld, 2004).  

 

 

No presente trabalho, será utilizado, o taquizoíto, forma infectiva de 

proliferação rápida do Toxoplasma gondii, como alvo para testes de drogas. 
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1.2- O taquizoíto 

 

O taquizoíto, como demonstrado na figura 2 , possui um corpo em forma 

de meia-lua, quando observado em microscopia óptica. O parasita mede 

aproximadamente 6-7 µm de comprimento por 1-2 µm de diâmetro, é revestido 

por uma estrutura trimembranar: uma membrana externa, a plasmalema, que 

envolve toda a superfície do parasita e duas membranas: a intermediária e a 

interna, que formam o Complexo Pelicular Interno (CPI) (Sheffield & Melton, 

1968; Pfefferkorn, 1990 ). O CPI é descontínuo, sofrendo uma interrupção, o 

microporo, no meio do corpo do taquizoíto (Melo & De Souza, 1997) . Na 

região anterior, também denominada complexo apical, encontra-se o conóide, 

uma estrutura formada por microtúbulos dispostos em forma angular, paralela 

e dividida em anéis transversais (fig. 2 e fig. 3) . O último anel liga-se aos 

microtúbulos citoplasmáticos ou microtúbulos subpeliculares (fig. 3) .  

Ultraestruturalmente foi verificado que o taquizoíto apresenta todas as 

organelas típicas de outras células eucarióticas, incluindo: núcleo , que contém 

DNA e RNA. Está localizado na região central, tendendo à região posterior, a 

cromatina encontra-se dispersa por todo o núcleo, podendo ser visualizados 

um ou dois nucléolos, geralmente localizados no centro; mitocôndria , única, 

porém ramificada no citoplasma do parasita; complexo de Golgi situado na 

região perinuclear; retículo endoplasmático , predominantemente rugoso, 

localizado na porção posterior do corpo e lateralmente ao núcleo; ribossomos  

livres, uniformemente distribuídos por todo o citoplasma e lisossomos.  Além 

disso, possui um plastídio, denominado apicoplasto, o qual é envolvido por 

quatro membranas (Köhler et al ., 1997; Scheffield & Melton, 1968) .  

Possui ainda, organelas especiais de secreção denominadas: róptrias, 

micronemas e grânulos densos. Estas estão envolvidas no processo de 

adesão, invasão e sobrevivência do parasita na célula hospedeira. Róptrias e 

micronemas localizam-se na região do complexo apical, juntamente com o 

conóide (De Souza & Souto-Padrón, 1978) e os grânulos densos, encontram-

se homogeneamente distribuídos no citoplasma do parasita.  
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Após o mecanismo de invasão, o parasita se estabelece e se 

desenvolve dentro de um vacúolo modificado, formado no interior da célula 

hospedeira, denominado vacúolo parasitóforo (VP) (Dubremetz et al ., 1998). 

 

 
Figura 2-   Esquema  de taquizoítos de T.gondii ilustrando as organelas e estruturas 

presentes no parasita. Modificado de Black & Boothroyd, 2000 .  

 

 

1.2.1- Organelas secretoras 

 

O Toxoplasma gondii, como descrito anteriormente, possui um número 

de organelas secretoras distribuídas de diferentes formas em seu interior, 

incluindo micronemas e róptrias na porção apical e grânulos densos com uma 

localização mais generalizada (Ngo et al ., 2000). Cada organela tem seu 

próprio complemento de proteínas consistente com a sua liberação 

(Carruthers & Sibley, 1997) . Micronemas liberam o seu conteúdo durante o 

processo inicial de adesão-invasão da célula hospedeira, róptrias liberam 

durante o processo invasivo e finalmente grânulos densos, descarregam a 

maioria do seu conteúdo durante o desenvolvimento do parasita no ambiente 

intracelular. 
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1.2.1.1- Róptrias 

 São organelas em forma de clava e localizam-se na porção terminal do 

conóide. A origem das róptrias é ainda pouco conhecida. Estudos com 

Sarcocystis tenella mostram que róptrias originaram através de uma 

vesiculação, derivada do complexo de Golgi (Mehlhorn et al.,  1975).  

O número de róptrias em T. gondii, varia nos diferentes estágios do 

parasita. No taquizoíto, essas organelas contêm mais de 8 proteínas, 

denominadas de ROPs (Beckers et al ., 1997; Leriche & Dubremetz, 1991; 

Ossorio et al ., 1992). Destas, algumas se associam à membrana do vacúolo 

parasitóforo (Beckers  et al ., 1994; Saffer et al ., 1992) e outras têm seus 

papéis relacionados com o aumento da fluidez da membrana da célula 

hospedeira, facilitando a invasão do parasita e formação da membrana 

vacuolar. O produto secretado pelas róptrias, no momento e durante a invasão, 

foi primeiramente denominado de fator de aumento de penetração (FAP), 

facilitando dessa forma, a entrada do parasita na célula hospedeira (Saffer et 

al., 1992; Beckers et al ., 1994). 

A secreção de róptrias aparentemente não depende da adesão do 

parasita à célula hospedeira. O material secretado por essas organelas, possui 

um papel fundamental na invasão do parasita na célula hospedeira. 

Imediatamente após o processo inicial do contato do parasita com a célula 

hospedeira, o conteúdo das róptrias é secretado dentro do citoplasma da 

célula hospedeira (Nichols et al ., 1983). 

Ademais, róptrias são organelas ricas em colesterol e fosfatidilcolina e 

sua captação se dá através do citoplasma da célula para o interior do vacúolo, 

incorporando, estes compostos, na membrana plasmática e na membrana das 

róptrias (Foussard et al ., 1991).  

 Estudos sugerem que róptrias secretam ainda, lipídeos na membrana 

do vacúolo parasitóforo e que uma fosfolipase A2 estaria associada com a 

invasão (Saffer et al ., 1992; Dubremetz et al ., 1993; Carruthers & Sibley, 

1997). 
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1.2.1.2- Micronemas    

São pequenas vesículas localizadas na região apical dos parasitas 

pertencentes ao filo Apicomplexa. Essas organelas apicais, contêm várias 

proteínas com características adesivas que são secretadas durante a adesão 

do parasita à membrana plasmática da célula hospedeira, tais proteínas são 

conhecidas como MICs. Essas adesinas são liberadas da porção apical do 

parasita durante o processo inicial da invasão (Carruthers & Sibley, 1999) . 

Sendo assim, uma variedade de proteínas micronemas são conhecidas por 

promover a adesão do parasita à célula hospedeira, incluindo, em T. gondii, as 

proteínas de micronemas MIC1 (Fourmaux et al .,1996) e MIC2 (Wan et al ., 

1997).  

A proteína MIC3 foi identificada e caracterizada como uma nova adesina 

de T. gondii (Garcia-Réguet et al ., 2000) e é secretada por micronemas de 

taquizoítos extracelulares (Archbarou et al ., 1991). Além disso, MIC3 se liga a 

um grande número de células hospedeiras (Garcia-Réguet et al ., 2000)  

A liberação do conteúdo de micronemas ocorre no final anterior do 

parasita que está em contato com a superfície célula hospedeira (Entzeroth et 

al., 1992). A exocitose de MIC3 e MIC2 ocorre no estágio inicial do processo 

de invasivo (Carruthers & Sibley, 1997) , na zona formada entre o parasita e a 

célula hospedeira (Carrutters & Sibley, 1997) . No entanto, a proteína MIC3 

difere da MIC2 pela presença de um domínio transmembrana que é 

responsável pela associação do parasita à célula hospedeira (Sibley et al.,  

1998). Estudos com a proteína MIC2 de T. gondii, sugerem que as proteínas 

secretadas por micronemas são requeridas para uma invasão otimizada 

(Brossier et al.,  2003).  

Estudos sugerem ainda, que a secreção de micronemas é controlada 

por uma via de transdução de sinais, que é regulada pelo cálcio intracelular do 

parasita e ionóforos de cálcio (Carruthers & Sibley, 1999) . Um elevado nível 

de cálcio no parasita, acarreta na liberação do conteúdo de micronemas, 

porém, não de róptrias e grânulos densos. Sendo assim, o íon cálcio é um 

regulador da secreção de micronemas (Carruthers et al ., 1999; Carruthers & 

Sibley 1999).   
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1.2.1.3- Grânulos densos   

São estruturas eletrondensas (corpos densos) dispersos no citoplasma 

do taquizoítos. São formados provavelmente, por “brotamento” do complexo de 

Golgi. Desempenham um papel fundamental na sobrevivência intracelular dos 

parasitas, pois sua secreção ocorre após a invasão do parasita na célula 

hospedeira. A secreção dos grânulos densos tem sido caracterizada como 

uma via secretora constitutiva (Chaturveti et al ., 1999) ocorrendo 

provavelmente uma regulação em seu processo (Carruthers & Sibley, 1997). 

 O conteúdo exocitado pelos grânulos densos é mais evidente entre 10-

20 minutos após a invasão. Em T. gondii, essa via de secreção é regulada, 

extremamente desenvolvida e implica na modificação da membrana do 

vacúolo parasitóforo (VP), caracterizando-o como um vacúolo modificado. 

Então, os grânulos densos são primordiais na sobrevevência do parasita no 

interior do VP. 

As modificações ocorridas na membrana do VP, juntamente com os 

produtos secretados por róptrias e miconemas durante o processo de invasão, 

implicam no impedimento da acidificação e fusão do VP com as organelas da 

via endocíticas da célula hospedeira.  

As proteínas de grânulos densos são conhecidas como GRAs. GRA2 e 

GRA3 são exocitadas dentro do vacúolo parasitóforo poucos minutos após a 

infecção.  

A secreção de grânulos densos contribui também para a elaboração da 

rede intravacuolar e túbulos membranosos no interior do VP.  

Algumas proteínas secretadas por grânulos densos (GRA3; GRA5; 

GRA7 e GRA8) são incorporadas na membrana do vacúolo parasitóforo, 

enquanto outras (GRA2; GRA4 e GRA6) formam um complexo que interage 

com as membranas da rede intravacuolar, que é estabilizado por interações 

hidrofóbicas (GRA2 e GRA6) e interações proteína-proteína (GRA4) 

(Labruyere et al ., 1999; Lecordier et al ., 1999). Duas regiões anfipáticas em 

alpha-hélice de GRA2 são responsáveis por mediar sua associação com a 

rede intravacuolar (Mercier et al ., 1998). Ambas as proteínas, GRA2 e GRA6 

desempenham um importante papel na organização da rede (Mercier et al.,  

2002). Estudos evidenciam que uma nova proteína de grânulos densos, a 
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GRA9, encontra-se também associada à rede intravacuolar, juntamente com 

GRA2, GRA4 e GRA6 (Adjogle et al. , 2004) 

Devido à importância das organelas secretoras no desenvolvimento do 

T. gondii, muita atenção tem sido direcionada a respeito da identificação e 

função de seus conteúdos protéicos. Um tema comum, emergente desses 

estudos, é que o processamento proteolítico ocorre durante a maturação de 

muitas dessas proteínas, ambos durante o tráfego na via secretora. Estudos 

evidenciam que a eficiência da exocitose de organelas do parasita é 

criticamente influenciada pela da redução do conteúdo de colesterol da célula 

hospedeira, mas não do parasita (Coppens & Joiner, 2003) . 

 

 

1.2.2- O Citoesqueleto 

 

O citoesqueleto do T. gondii é um complexo formado por microtúbulos e 

outras macromoléculas que estão aparentemente envolvidas na integridade 

estrutural, no direcionamento da secreção polarizada e na habilidade com que 

o parasita se move através da superfície para invadir as células hospedeiras 

(Nichols & Chiappino, 1987;Frixione et al .,1996; Morrissette et al ., 1997).  

O conóide, como descrito anteriormente, localiza-se na porção anterior 

do parasita e encontra-se envolvido por dois anéis, denominados anéis pré-

conoidais (fig. 3) . É constituído por 14 elementos que se dispõe em sentido 

contrário ao pólo posterior. Dois microtúbulos de aproximadamente 400 nm 

estendem-se dos anéis pré-conoidais passando através do centro do conóide, 

terminando no interior do corpo do parasita (fig. 3) . Estes túbulos estão ligados 

firmemente e imersos numa matriz densa que está associada à róptrias e 

micronemas apicalmente (fig. 4) . Postula-se que microtúbulos funcionam como 

um suporte, direcionando as organelas para passar através do conóide e 

secretar seus conteúdos na região apical (Nichols & Chiappino, 1987). 

Exatamente posterior ao conóide, o anel polar funciona como um centro 

organizador de microtúbulos com 22 microtúbulos dispostos em espiral, 

alinhados em orientação contrária como as subunidades do conóide (Russell 

& Burns, 1984) . Microfilamentos não têm sido observados nessa estrutura 

(Cintra & De Souza, 1985 ), porém, actina tem sido detectada no conóide, em 



 12 

anéis pré-conoidais e microtúbulos subpeliculares (Yasuda et al ., 1988) (fig. 

4). 

Actina é codificada por somente um gene em T. gondii e é geralmente 

encontrada na forma solúvel monomérica no citoplasma (Dobrowolski et al ., 

1997). Miosina, uma mecanoproténa que interage com a actina, localiza-se 

juntamente com actina na porção anterior do parasita, bem como ao longo do 

complexo pelicular interno (Dobrowolski et al ., 1997; Schwartzman & 

Pefferkorn, 1983). O conóide é composto também por tubulina polimérica (Hu 

et al ., 2002). 

 

 

 
Figura 3-   Representação esquemática do complexo apical de T. gondii (modificado Dubey et 

al.,1998). 
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Figura 4-   Representação esquemática do taquizoíto e estruturas subpeliculares envolvidas na 

mobilidade e invasão da célula hospedeira (modificado Soldati & Meissner, 2004) .  

 

 

1.2.2.1-   Função do citoesqueleto do parasita  

O citoesqueleto de actina do parasita possui um papel fundamental na 

invasão das células hospedeiras por parasitas Apicomplexas (Dobrowolski et 

al., 1997; Pinder et al ., 2000). Particularmente, em T. gondii, a mobilidade e a 

invasão da célula hospedeira são iniciadas pelo citoesqueleto de actina e mais 

provavelmente por proteínas motoras como a miosina (Dobrowolski & Sibley, 

1997). Wetzel et al ., (2003) também mostram que a mobilidade do parasita é 

controlada  pela regulação da polimerização do filamento de actina. 

Os microtúbulos possuem um papel essencial durante a divisão do 

parasita, distinguindo do papel do citoesqueleto de actina, contribuindo para o 

surgimento das organelas no interior células-filhas (Shaw et al ., 2000). Ambos, 

microtúbulos e citoesqueleto de actina, são componentes essenciais na 

maquinaria responsável pela segregação genômica e divisão celular em 

eucariotos (Field et al ., 1999; Goode  et al ., 2000). A classe II de miosina atua 

como um processo essencial durante a separação das células filhas no 
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processo de endodiogenia (Robinson & Spudich, 2000; revisado em 

Bezanilla et al ., 2000).  

Dados do nosso grupo de pesquisa mostram que, as drogas Taxol e 

Colchicina, utilizadas contra microtúbulos são eficientes em destruir o parasita 

intracelular (Passos & Melo, 1999; Melo et al ., 2001), evidenciando, dessa 

forma, o papel fundamental dos microtúbulos. 

 

 

1.2.3-  O Complexo Trimembranar 

 

O T. gondii, como descrito, é revestido por um complexo trimembranar 

interno, que é constituído de vesículas membranosas achatadas que se 

localizam abaixo da membrana plasmática (Ogino & Yondeda, 1966). Esse 

complexo é caracterizado pela presença de membranas paralelas compostas 

por partículas intermembranosas aderidas às mesmas (Morrissette & Sibley, 

2002). 

 Em Apicomplexas, essa estrutura trimembranar é denominada película, 

sendo conhecida também como complexo pelicular interno. Esse complexo, 

como já descrito, não é contínuo em toda a extensão do corpo do parasita, 

sofrendo portanto uma interrupção, o microporo, que está posicionado no meio 

do corpo do parasita (Melo & De Souza, 1997) . Acredita-se que esse poro seja 

um sítio ativo da endocitose. Vesículas também têm sido observadas nesta 

região aparentando ter revestimento de clatrina (Nichols et al ., 1994).   

 

 

1.3-  Interação Toxoplasma gondii /Célula hospedeira 

 

 Durante o ciclo intracelular do T. gondii diferentes etapas são 

evidenciadas, incluindo: a adesão, a invasão e a replicação do parasita no 

interior da célula hospedeira e a sua conseqüente  liberação para meio 

extracelular (Black & Boothroyd, 2000)  (fig. 5) . 
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Figura 5 - Ciclo intracelular do T. gondii ( www.arches.uga.edu/~gubbels/LyticCycle ). 

 

 

1.3.1-  Adesão do parasita à célula hospedeira 

 

Devido à ampla variedade de células hospedeiras infectadas pelo T. 

gondii em diferentes animais vertebrados, diferindo-se, contudo, da maioria 

dos patógenos (Werk, 1985) , supõe-se que há participação de alguma 

molécula de ampla distribuição entre os tipos celulares envolvidos nesse 

processo. Tal molécula pode funcionar como receptor ou ligante para o 

acoplamento do parasita. Alguns componentes da matriz extracelular como 

fibronectina e laminina foram investigados e o reconhecimento do parasita pela 

célula hospedeira parece envolver: laminina e receptor para laminina na célula 

hospedeira (Furtado et al ., 1992 a,b); moléculas semelhantes a lectinas na 

superfície do parasita (Robert et al ., 1991); proteínas majoritárias da superfície 

tipo SAG-1 (P-30) (Grimwood & Smith, 1992; Míneo & Kasper, 1994; 

Manger et al ., 1998) e um receptor glicosilado da célula hospedeira. 
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 A proteína de superfície, SAG-1 (P-30) do taquizoíto associa-se com a 

membrana da célula hospedeira no momento da adesão. Essa proteína é 

sintetizada pelos parasitas intracelulares, localizando-se na superfície do 

parasita ou na membrana vacuolar (Grimwood & Smith, 1992; Míneo & 

Kasper, 1994). Dados sugerem também, que lectinas do parasita possam 

mediar a adesão na célula hospedeira (Robert et al., 1991) (fig. 6) . 

Apesar do T.gondii infectar um grande número de células eucarióticas, a 

maioria das informações disponíveis sobre a interação do T. gondii com células 

hospedeiras tem sido obtidas de fibroblastos, células epiteliais e macrófagos 

(Silva et al., 1982; Morizaki et al ., 1995 Dobrowolski & Sibley, 1996; Melo 

et al ., 2001; De Souza et al ., 1998). 

  

1.3.2-  A invasão   

 

O Toxoplasma gondii invade a célula hospedeira por um processo que 

envolve provavelmente actina (Dobrowolski & Sibley, 1997; Endo et al ., 

1998), miosina (Schwartzman & Pfefferkorn, 1983; Dobrowolski et al ., 

1997; Meiisner et al ., 2002), microtúbulos do parasita (Schwartzman et al,  

1985 ; Werk, 1985)   e também através do aumento da fluidez da membrana da 

célula hospedeira produzida pelo fator FAP secretado pelas róptrias. Esse 

processo dura cerca de 15 segundos em taquizoítos da cepa RH (Kasper & 

Mineo, 1994).  

 O parasita é capaz de ganhar o meio intracelular da célula hospedeira 

através do mecanismo de penetração ativa (Nichols & O’Connor, 1981; Silva 

et al ., 1982; Nichols et al ., 1983; Werk, 1985; Bonhomme et al ., 1992; 

Dubremetz & Swartzman, 1993; Joiner & Dubremetz, 19 93; Sibley, 1995; 

Speer et al ., 1997; De Souza et al ., 1998). 

A penetração ativa depende apenas da secreção dos produtos das 

organelas secretoras, nesse processo, a membrana do vacúolo a ser formado 

é constituída de componentes da célula hospedeira e do próprio parasita (fig. 

6). É interessante ressaltar, que o parasita pode ser fagocitado durante 

interação com células fagocíticas, porém esse processo difere-se em amplos 

aspectos do processo de penetração ativa, sobretudo no que se refere a 

formação do VP. 



 17 

 A invasão permite a formação do VP e a sobrevivência do T. gondii. 

Quando o parasita está viável no interior do vacúolo, há impedimento da fusão 

do VP com lisossomos e vesículas endocíticas, além disso, não dispara a 

formação de radicais superóxidos pela célula hospedeira (Sibley et al.,  1985; 

Wilson et al ., 1991).  

Durante o processo invasivo do parasita, diferentes eventos são 

estabelecidos, entre eles: protusão do conóide; exocitose do conteúdo das 

micronemas e róptrias; adesão à célula hospedeira (pela porção anterior do 

parasita); formação da “junção móvel” que  desloca o parasita do sentido 

anterior ao posterior do seu corpo; mobilização de cálcio e atividades de 

fosfolipases do parasita; culminando na formação de um vacúolo endocítico 

modificado (Morisaki  et al. , 1995; Ngo et al , 2000) (fig. 6) . Essa seqüência de 

eventos é estabelecida por parasitas Apicomplexas, sendo, geralmente 

conservada em algumas espécies desse filo. 

Os processos executados pelo complexo apical do parasita envolvem a 

extensão do conóide e a secreção de róptrias e micronemas, onde culminará 

na penetração do parasita através da membrana da célula hospedeira. O 

processo de invasão do parasita altera as propriedades da membrana da 

célula hospedeira e também da membrana  do vacúolo do VP, caracterizando-

a como uma membrana mista (Joiner & Dubremetz, 1993; Sibley, 1993; 

Kasper & Míneo, 1994).   Dessa forma, a membrana da célula hospedeira é o 

principal alvo do parasita no momento de sua penetração (Carruthers et al ., 

1999). 

Além disso, durante a penetração do parasita na célula hospedeira, a 

“junção móvel” formada entre o parasita e a membrana da célula hospedeira,  

envolve componentes presentes na superfície da membrana ancorados ao 

citoesqueleto do T.gondii.  

A invasão do parasita é bloqueada por substâncias que inibem 

microfilamentos, mas não pelas substâncias que inibem os microtúbulos 

(Mondragon et al ., 1994; Dobrowolski et al ., 1997; Ryning & Remington, 

1998).   

A invasão dos taquizoítos na célula hospedeira é ainda, dependente, 

entre outros, do gradiente de pH, determinado por íons extracelulares, sendo o 

pH interno maior que o externo (Endo & Yagita, 1990) . Esse processo 
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provavelmente envolve actina (Endo et al., 1998), miosina (Schwartzman & 

Pefefferkorn, 1983)  e microtúbulos (Schwartzman et al ., 1985; Werk, 1985).   

 Dados publicados sugerem ainda, que proteases são importantes na 

invasão por Apicomplexas, biogênese organelar e desenvolvimento intracelular 

(Kim, 2004) , incluindo também a invasão de parasitas pertencentes ao gênero 

Plasmodium (Blackman, 2000).  Esses dados são mais limitados para o 

Toxoplasma gondii, mas estudos com inibidores de serina proteases, DCI e 

AEBSF, promovem a inibição da invasão, mas não a mobilidade desse 

parasita (Conseil et al.,  1999). Inibidores de cisteína protease têm também 

promovido a inibição da invasão pelo T. gondii.  

 No processo de invasão, como descrito anteriormente, moléculas 

presentes na superfície do parasita são reconhecidas por receptores presentes 

na superfície da célula hospedeira, como a laminina presente na membrana do 

taquizoíto pode ser reconhecida pelo receptor de laminina presente na célula 

hospedeira - αβ1 integrinas; SAG1 (P-30), a proteína majoritária presente na 

superfície do parasita, é reconhecida por um receptor glicosilado presente na 

superfície da célula hospedeira (Furtado et al .,1992 a,b; Kasper & Míneo, 

1994; Míneo & Kasper, 1994).  

Ortega-Barria & Boothroyd, (1999) , mostram que açúcares sulfatados 

na superfície da célula hospedeira atuam também como receptores-chaves 

para o parasita. Além disso, estudos mostram que a invasão da célula 

hospedeira pelos parasitas pode ser bloqueada através da utilização de 

anticorpos contra as proteínas de superfície SAG-1 (Míneo et al ., 1993).  

 

1.3.3-  Formação do Vacúolo Parasitóforo 

 

Após o processo de invasão da célula hospedeira, como descrito, ocorre 

a formação de um vacúolo modificado no citoplasma da célula hospedeira, 

identificado como vacúolo parasitóforo (VP) (Dubremetz et al ., 1998) (fig. 6). 

O vacúolo parasitóforo caracteriza-se por ser um vacúolo não-fusogênico, não 

participando, portanto, da via endocítica (Joiner et al ., 1990; Jones & Hirsh, 

1972). O lúmen vacuolar e a membrana do VP (MVP) servem como interface 

entre o parasita e o citoplasma da célula hospedeira.  
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A MVP é derivada inicialmente da membrana plasmática da célula 

hospedeira e é extensivamente modificada pela fusão dos conteúdos 

secretados pelas organelas que contribuem para a função e o destino dessa 

membrana (Hakansson  et al ., 2001), designando assim, sua caracterização 

mista. Esta constituição pode ser responsável pela inibição da fusão dos 

lisossomos com o VP. Além do mais, proteínas incluídas na MVP servem como 

transportadoras de nutrientes e metabólicos de baixo peso molecular. Assim, a 

MVP, funciona como uma peneira molecular no tráfego entre o citoplasma da 

célula hospedeira e o lúmen do VP (Hakansson  et al ., 2001). 

No interior do VP, ocorre a replicação e o desenvolvimento do parasita, 

com sua multiplicação intracelular “in vitro” ocorrendo em intervalos de 

aproximadamente 6 horas, em cepas RH de T. gondii (Pferffkorn, 1990) .  

Durante o processo invasivo, modificações ultraestruturais e funcionais 

na célula hospedeira são estabelecidas. Com a infecção, ocorre uma 

redistribuição de organelas da célula hospedeira, tais como: mitocôndrias e 

retículo endoplasmático, que se localizam ao redor do vacúolo parasitóforo 

(Melo & De Souza, 1997; Carruthers & Sibley, 1997; Hakansson et al ., 

2001; Sinai & Joiner, 2001; Sinai et al , 1997) (fig. 6) . A associação das 

organelas citoplasmáticas com o VP pode ser importante para o fornecimento 

de lipídios para o vacúolo (Trotter & Voelker, 1994 ), já que o T. gondii é 

incapaz de sintetizar ácidos graxos de novo (Sinai et al ., 1997). A interação 

com o retículo pode prover meios para o transporte de lipídios para os 

parasitas intracelulares através da rede tubulovesicular (Black & Boothroyd, 

2000).  

A associação de mitocôndria e retículo endoplasmático com a 

membrana do vacúolo está relacionada ao mecanismo de entrada do parasita. 

Quando são fagocitados, por exemplo, não ocorre a redistribuição de 

mitocôndria e retículo ao redor do vacúolo. Contudo, no mecanismo de 

penetração ativa, possibilita a formação de um vacúolo não fusogênico, 

contendo parasitas viáveis. Entretanto a manutenção desta associação não 

depende da viabilidade do parasita intravacuolar, como foi observada em 

estudos anteriores usando níveis microbicidas de pirimetamina em células 

infectadas (Sinai et al. , 1997).  
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 Estudos sugerem ainda, que a associação das organelas é um 

processo direcionado pelo parasita, com a proteína ROP2 direcionando a 

mitocôndria da célula hospedeira para a membrana do VP (Sinai & Joiner, 

2001). Presumivelmente outras proteínas de róptrias são responsáveis 

também, pelo ancoramento do RE da célula hospedeira na membrana do VP, 

necessitando, porém, de uma investigação maior.  

Além da redistribuição de mitocôndria e retículo, a infecção por T. gondii 

interfere também significativamente na distribuição espacial dos microtúbulos 

da célula hospedeira (Melo et al.,  2001). Em células Vero infectadas com T. 

gondii, os microtúbulos se localizam preferencialmente ao redor do vacúolo 

parasitóforo e do núcleo da célula hospedeira (Melo et al.,  2001).  A 

localização perinuclear do vacúolo parasitóforo está relacionada com o arranjo 

de elementos do citoesqueleto, como filamentos intermediários e também com 

o centro organizador de microtúbulos (Halonen & Weidner, 1994).  A 

associação entre filamentos do citoesqueleto, principalmente microtúbulos, 

com o vacúolo parasitóforo pode ser importante no deslocamento de organelas 

como mitocôndrias e elementos do retículo, além de vesículas.  

Estudos do nosso grupo de pesquisa mostram que o uso de drogas como 

Taxol e Colchicina, além de destruir o parasita intracelular, com o já 

mencionado, interrompem a dinâmica de microtúbulos e a redistribuição de 

organelas da célula hospedeira como: mitocôndria e RE (Melo et al.,  2001).   

Uma vez dentro da célula hospedeira, o T. gondii inicia a secreção dos 

conteúdos de grânulos densos (Charif et al ., 1990; Leriche & Dubremetz, 

1991). A secreção dessa terceira estrutura secretora é responsável pela 

modificação do espaço intravacuolar e pela formação de uma rede complexa 

de túbulos membranosos, denominada rede intravacuolar (Sibley et al ., 1986; 

Sibley et al ., 1995). 
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Figura 6-  Processo de invasão do Toxoplasma gondii. A- adesão do parasita à 

membrana da célula hospedeira (MCH), com a participação de róptrias (R), laminina e 

seu receptor, P30 e seu receptor. DG- grânulos densos. B- penetração do parasita 

com a formação da junção móvel, secreção de róptrias e micronemas e protusão do 

conóide. C- Internalização do parasita com seu estabelecimento no interior do VP. 

MVP- membrana do vacúolo parasitóforo, RE- retículo endoplasmático, Mi- 

mitocôndria, RI- rede intravacuolar.(modificado Bonhomme et al ., 1999). 

 

Após o estabelecimento no vacúolo parasitóforo, o T. gondii se 

desenvolve até estar preparado para se dividir.  

 

1.3.4- Desenvolvimento intracelular 

O Toxoplasma gondii se divide no ambiente intracelular por um tipo 

diferente de divisão binária conhecida como endogenia ou endodiogenia 
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(Gavin et al.,  1962). Neste processo, duas células-filhas são formadas a partir 

de uma célula mãe (fig. 7) . Desse modo, o conjunto assume a forma de “bagos 

de laranja” ou de uma “rosácea” formada com 8, 16, 32 ou mais parasitas (De 

Souza, 1994).  A formação da rosácea é em parte, um artifício, pela aderência 

das células à lamínula em cultura, perdendo espessura (Nichols & O’Connor, 

1981). As divisões ocorrem no interior do vacúolo endocítico que contém o 

parasita, ou seja, no VP (Guimarães & Meyer, 1942). Dentro desse vacúolo, a 

divisão do parasita é extremamente sincronizada, no entanto, numa cultura 

infectada como um todo ou no organismo do hospedeiro, o Toxoplasma gondii 

multiplica-se assincronicamente. 

 O primeiro passo no processo endodiogênico é a replicação do DNA 

nuclear e a duplicação do centrossomo (Striepen et al ., 2000). O próximo 

evento é o surgimento de dois conóides no extremo apical (fig. 7) . 

Simultaneamente, o complexo pelicular interno é sintetizado adjacente aos 

microtúbulos subpeliculares. Em conjunto com os centrossomos, o 

desenvolvimento do complexo pelicular parece separar o complexo de Golgi, o 

RE, a mitocôndria e o núcleo, dividindo dessa forma essas organelas entre as 

duas células-filhas. As organelas secretoras são sintetizadas antes da 

organização no interior do complexo apical das células-filhas. No evento 

terminal da endodoogenia, microtúbulos da célula mãe e o complexo pelicular 

interno, desintegram a membrana plasmática intacta, e proporcionam o 

surgimento das células-filhas (fig. 7) . 

 Os ciclos endodiogênicos procedem de uma ampliação da rede 

intravacuolar, que por sua vez, promove um espaço entre as células-filhas 

(Magno et al ., 2005). Os parasitas, dentro do vacúolo, ficam conectados a um 

corpo residual por sua porção final e a cada outro por túbulos da rede 

intravacuolar. Os túbulos estabelecem conexões entre cada parasita-filho, 

conservando a sua disposição dentro do vacúolo (Magno et al ., 2005). 

 



 23 

 
Figura 7-  Representação esquemática dos diferentes estágios de divisão do taquizoíto 

(modificado Kepca & Scholtyseck, 1970) . APA: anel polar apical; C: conóide; M: 

micronemas; R: róptrias; MP: membrana plasmática; CPI: complexo pelicular interno; N: 

núcleo; APP: anel polar posterior. 

 
 

1.3.5- Liberação dos parasitas 

 

 A liberação do parasita pela célula hospedeira é ainda pobremente 

estudado. Muitos pesquisadores assumem que a saída do T. gondii está 

simplesmente ligada à ruptura mecânica da célula hospedeira.  

Entretanto, estudos evidenciam que o fenômeno da liberação do T. 

gondii é semelhante ao processo de invasão (Endo et al ., 1982; Black & 

Boothroyd, 2000) . A liberação do parasita, é dependente de mobilidade e é 

regulada por uma via de transdução de sinal dependente de cálcio (Hoff & 

Carruthers, 2002) . Em adição, a saída do parasita pode ser estimulada por 

agentes redutores (Stommel et al ., 1997). 

Parasitas intracelulares possuem a habilidade de monitorar a viabilidade 

da célula hospedeira e se por acaso sua aptidão for comprometida, o parasita 

sairá e invadirá células vizinhas. 

O processo de liberação é um evento crucial no ciclo intracelular do T. 

gondii devido à procedente morte da célula hospedeira e liberação dos 

parasitas, proporcionando um recomeço no ciclo da invasão. 
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Com a lise celular, o nível de potássio (K+) no citoplasma da célula 

hospedeira fica rapidamente menor, com isso há uma ativação da fosfolipase 

C (PLC) do parasita, levando a um aumento no nível de cálcio citoplasmático 

(Bi et al ., 1997; Moudy et al ., 2001). Um dos efeitos cruciais produzidos por 

essa elevação é a extrusão do conóide e a secreção de micronemas. Uma 

proteína quinase dependente de cálcio, a Ca2+ calmodulina, denominada em T. 

gondii, TgCDPK1 é potencialmente implicada na transdução de sinal levando a 

secreção da organela (Kieschnick et al ., 2001).  

Interessantemente, o estoque de cálcio intracelular no parasita, 

incluindo, RE, mitocôndria e ácidocalcisoma (revisado em Moreno & 

Docampo, 2003) , tem mostrado regular a secreção de micronemas e iniciar a 

mobilidade  do T. gondii (Lovett & Sibley, 2003). Por outro lado, Monteiro et 

al, 2000, mostram que ionóforos de cálcio são particularmente ativos em 

induzir a destruição dos taquizoítos extracelulares.  

 

 

1.4- Drogas anti-proliferativas 

 

Devido ao interessante comportamento biológico, no que diz respeito ao 

processo invasivo e replicativo do T. gondii, estudos com drogas citotóxicas 

que atingem o vacúolo parasitóforo do T. gondii tem sido realizados. Drogas 

citotóxicas exercem seus efeitos no ciclo celular, sendo específicos de fase 

(agente fase específica) ou não (agentes não específicos de fase) (Hoagland, 

1992). 

 Alguns compostos têm sido utilizados contra o Toxoplasma gondii, mas 

somente poucos são efetivos. No entanto os compostos disponíveis utilizados 

acarretam vários efeitos colaterais em pacientes imunodeprimidos, 

transplantados ou aqueles que fazem o uso de quimioterápicos (Bosch-

Driessen et al ., 2002; Degerli et al., 2003). Além disso, a mesma terapia, 

sulfonamida e pirimetamina (Tenant-Flowers et al ., 1991) mata eficientemente 

o estágio taquizoíto do T. gondii, porém, não remove cistos teciduais, 

possivelmente devido ao reduzido tempo de tratamento. 
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Dessa forma, se faz necessário o estudo de drogas ou compostos mais 

potentes e menos tóxicos para o progresso do tratamento da Toxoplasmose. 

Isso implica num grande conhecimento da biologia do parasita para determinar 

novos alvos quimioterápicos.  

A propósito, o presente trabalho utilizará novos compostos sintéticos da 

classe das Tiosemicarbazonas, bem como seus derivados Tiazolidinônicos  

contra o desenvolvimento intracelular do T. gondii.  

1.4.1- Tiosemicarbazonas  
 
 
 Tiosemicarbazonas (TSC) são de considerável importância devido as 

suas propriedades químicas e potenciais atividades biológicas, tais como: 

antitumoral, antibacteriana, antiviral e antiprotozoária (Bharti et al ., 2003; 

Silva et al ., 1998). TSCs são compostos geralmente obtidos pela condensação 

de tiosemicarbazidas com aldeídos e cetonas e recebem a denominação da 

classe após o nome do respectivo aldeído ou cetona condensado (fig. 8).  As 

tiosemicarbazidas podem ser adquiridas comercialmente ou obtidas por 

síntese química (Bharti et al ., 2002), porém, no presente trabalho ácido 

tioglicólico foi utilizado para preparar as tiosemicarbazidas (fig.9).   

TSC e seus derivados são também conhecidos por suas propriedades 

de formar complexos com íons metálicos, comportando-se como agentes 

quelantes (Casas et al ., 2000). Essa propriedade de formar quelatos com íons 

metálicos (Bharti et al ., 2003; Kasuga et al ., 2003) é responsável pela 

atividade antiparasitária, testada contra protozoários cavitários -Trichomonas 

vaginalis, Entamoeba histolytica e Giárdia lamblia- (Bharti et al ., 2002). No 

entanto, pouco se sabe da ação desses compostos sobre o Toxoplasma gondii 

em desenvolvimento no interior da célula hospedeira. Além disso, tais 

propriedades são também responsáveis pelas atividades biológicas 

antiplasmódica, extras e intracelulares (Walcourt et al ., 2004), 

antitripanossoma e antileishmania extracelulares (Casero et al ., 1980; Dood 

et al ., 1989). 

Em nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que Hidroxiuréia, um 

composto pertencente à classe das Tiosemicarbazonas, inibe o 
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desenvolvimento e multiplicação do T. gondii, Leishmania amazonenses e 

Trypanosoma cruzi intracelulares (Melo et al ., 2000; Melo & Beiral, 2003). 

 

 1.4.2- Derivados Tiazolidinônicos (4-Tiazolidinôni cos) 

 

 As Tiazolidinonas são derivados carbonilados das tiazolidinas e 

tiosemicarbazonas. Esses compostos são também bastante importantes na 

indústria farmacológica, devido também às suas potenciais atividades 

biológicas como antiprotozoários (Alves et al.,  1993), antibacterianas (Gürsoy 

et al ., 1997; Khawass et al ., 1989), fungicidas (Liu et al ., 2000), entre outras. 

A ação desses derivados não foi ainda extensivamente estudada quanto a 

susceptibilidade dos protozoários parasitas, contudo, trabalhos relacionados a 

outros tipos de infecção por microrganismos mostram resultados 

farmacológicos potenciais deste núcleo químico (Khawass et al ., 1989, 

Küçükgüzel et al ., 2002). 

 

1.4.3- Mecanismo de ação das Tiosemicarbazonas e de  seus 

derivados Tiazolidinônicos 

 

Devido sua propriedade de formar quelatos com íons metálicos entre 

eles, o Ferro, (Bharti et al ., 2003; Kasuga et al ., 2003) as tiosemicarbazonas 

atuam inibindo a incorporação de H3-timidina no DNA, impedindo, entre outras, 

a atividade da enzima ribonuceotídeo redutase -RNR- (Finch et al.,  1999; 

Moore et al.,  1970). Na ausência de Ferro as células não podem passar da 

fase G1 para fase S do ciclo celular, sendo a inibição da RNR um fator 

limitante na síntese de DNA. 

A enzima ribonucleotídeo redutase, possui um papel central na síntese de 

desoxirribonucleotídeo requerido para a replicação e reparo do DNA 

(Thelander & Reichard, 1979; Cory & Sato, 1983) , desempenhando uma 

forte correlação entre a atividade da enzima e a proporção da replicação 

(Elford et al ., 1970; Weber, 1983) . As RNRs comportam-se particularmente 

como um alvo atrativo para agentes neoplásicos direcionados contra um rápido 

crescimento em tumores. A enzima é composta por duas subunidades 
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diméricas protéicas, conhecidas como, M1 e M2. O núcleo catalítico da 

subunidade M2 contém um radical livre Tirosil que está estabilizado por um 

Ferro central (não-heme). Ambos, o Ferro e o grupo Tirosil, são essenciais 

para a atividade catalítica da RNR. 

 Compostos com a função de desestabilizar o Ferro central, inativando 

com isso a atividade enzimática tem sido identificados. Hidroxiuréia é um 

desses compostos, entretanto, a mesma possui uma baixa afinidade pela 

enzima (Krakoff, 1975) , uma meia-vida baixa em seres humanos (Beckloff et 

al., 1965) e uma das limitações de sua terapia é o desenvolvimento de 

resistência que ocorre muitas vezes via diferentes mecanismos envolvendo 

mudanças qualitativas e quantitativas na RNR (Moore & Hurlbert, 1989; 

Donehower, 1996).  

Diferentemente da Hidroxiuréia, os novos compostos recém sintetizados, 

as Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidinônicos, possuem uma alta 

afinidade pela enzima (Finch et al ., 1999). Assim, esses novos compostos 

poderão contribuir para um melhor tratamento na quimioterapia do câncer e a 

propósito desse trabalho, contribuir também para o possível tratamento de 

algumas doenças parasitárias, atuando no desenvolvimento e replicação dos 

parasitas intracelulares como, em questão, o Toxoplasma gondii. 
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2- OBJETIVOS 

 

2.1- Geral 

 

 Analisar o desenvolvimento intracelular do Toxoplasma gondii, após o 

tratamento com os compostos anti-proliferativos Tiosemicarbazonas e seus 

derivados Tiazolidinônicos  

 

2.2- Específicos  

 

- Verificar o efeito citotóxico dos compostos através de um “screening” 

de concentrações sobre o desenvolvimento intracelular do parasita, a 

fim de estabelecer a concentração padrão, indicada para todos os 

compostos, ou seja a mais significativa. 

- Estabelecer dados quantitativos, onde será avaliado:  

                

 

 

 

 

- Avaliar se alterações nas estruturas químicas dos compostos influencia 

em seu modo de ação. 

-Verificar, se na ausência dos compostos à infecção com o T. gondii é 

revertida após prévia incubação. 

- Analisar a morfologia e ultraestrutura do parasita, bem como da célula 

hospedeira, após o tratamento com os compostos anti-proliferativos. 

 

 

 

 

‘’ 

 

 

•% do número de células infectadas e não 

infectadas; 

• Média do número de parasitas normais e alterados; 

• VP que contémnormais e alterados. 
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3-MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1- A Célula Hospedeira  

 

O modelo de célula hospedeira que foi utilizado neste trabalho constitui 

uma linhagem celular estabelecida e muito empregada em diversos estudos da 

área biológica – a célula Vero. Essas células são fibroblastos de rim de 

macaco verde africano, uma linhagem celular estabelecida muito empregada 

em diversos estudos na área biológica. São células que se apresentam em 

populações homogêneas, não são células fagocíticas profissionais, promovem 

uma ótima aderência em substrato sólido, são ricas em organelas como 

mitocôndrias, retículo endoplasmático e complexo de Golgi. É importante 

ressaltar que células Vero suportam longos períodos de infecção com 

taquizoítos de T. gondii, não sofrendo aparentemente drásticas mudanças 

morfológicas. Devido a essas características, essa linhagem celular tem se 

mostrado um ótimo modelo de célula hospedeira para o estudo de interação 

com o Toxoplasma gondii. 

Culturas de células Vero foram mantidas em garrafas plásticas (25 cm2) 

usando meio 199 (SIGMA), pH 7.2, suplementado com 5% de soro fetal bovino 

(SFB) (GIBCO) até alcançarem o estágio de monocamada. Após esse estágio, 

foram lavadas com 3 mL de PBS (SIGMA) estéril por 2 vezes. Posteriormente, 

foi adicionado 1 mL de tripsina verseni  bovina, 0,25% (SIGMA) a cultura por 

aproximadamente 30 segundos. Cinco milímetros (5 mL) de meio 199 

contendo 5% de SFB foram adicionados à cultura tripisinizada. 

Aproximadamente 2 x 105 células foram distribuídas em placas de 24 poços 

(microscopia óptica) ou 2 x 106 em garrafas plásticas de 75 cm2 (microscopia 

eletrônica de transmissão) e posteriormente, incubadas por 24h em estufa 

37ºC, 5% de CO2. 

 

3.2- Obtenção dos parasitas  

 

Taquizoítos de T. gondii, cepa RH (cepa virulenta), foram mantidos por 

passagem na cavidade peritoneal de camundongos a cada 48h. Após esse 
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tempo, os camundongos foram mortos por CO2. Na cavidade peritoneal dos 

camundongos, foram injetados 3 mL de PBS, pH 7.2. O esudato foi então 

reunido e utilizado em camundongos sadios ou retirados para o processo 

experimental. O esudato retirado para o processo experimental foi centrifugado 

a 1200 rpm por 10 min. Foi realizado teste de viabilidade dos taquizoítos com 

azul de tripan 0,4% (SIGMA). 

 

3.3- Interação do parasita com a célula hospedeira  

 

Como mencionado anteriormente, as culturas de células Vero, após 

passarem pelo processo de tripsinização, foram distribuídas em placas de 

culturas de 24 poços, para microscopia óptica ou em garrafas de 75 cm2 para 

microscopia eletrônica de transmissão, sendo posteriormente incubadas em 

estufa por 24h, 37ºC, 5% de CO2. 

Após a incubação, a placa ou garrafa contendo as células aderidas foi 

observada ao microscópio invertido Axioplan Zeiss e a contagem do número 

de células foi realizada utilizando objetiva 20X. Os parasitas retirados de 

camundongos anteriormente infectados foram centrifugados a uma rotação de 

1200 rpm/10 min e ressuspensos em 1mL de PBS. Em seguida, 0,1 mL da 

amostra foi retirada para contagem na câmara de Neubauer, utilizando 

microscópio Axioplan Zeiss, objetiva 40X. O volume calculado de parasitas foi 

acrescentado na proporção de 10 parasitas para cada célula e incubados em 

estufa 37ºC, 5% CO2.  

Depois de 24h de interação com os parasitas, as culturas foram 

incubadas com as Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidinônicos a 

uma concentração de 1,5 mM, por 12h, 24h e 48h a 37ºC, para microscopia 

óptica e por 24h, para microscopia eletrônica de transmissão. O controle do 

processo experimental foi célula infectada e não tratada. Para a análise da 

reversibilidade o controle foi, células infectadas e tratadas. Depois do 

tratamento, as culturas foram lavadas com PBS e processadas para 

microscopia óptica e eletrônica de transmissão. 
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3.4-  Ação biológica dos compostos (citotoxidade) 

 

Através de um teste com diferentes concentrações, que variou entre 0,1 

MM e 30 mM (0.1 Mm, 1 mM, 1,5 mM, 10 mM, 20 mM e 30 mM), utilizando o 

mesmo procedimento mencionado acima, foi possível estabelecer  a 

concentração mais significativa e utilizada para os compostos, além de 

estabelecer também o  coeficiente de inibição de infecção (IC50). A 

concentração mais significativa foi aquela em que na sua presença não foi 

possível verificar danos aparentes nas células hospedeiras e ao mesmo tempo 

foi possível observar severos danos nos parasitas no interior da célula 

hospedeira. Através desse teste, foi possível avaliar o grau de toxicidade dos 

compostos testados nas diferentes concentrações. 

 

3.5- Compostos/Síntese 
 

 As Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidinônicos foram 

sintetizadas no Departamento de antibióticos e também no Departamento de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal de Pernambuco, e foram 

cedidas para posterior análise no nosso laboratório, onde foi possível verificar 

a ação dos compostos sobre diferentes aspectos do desenvolvimento 

intracelular do T. gondii. Os compostos foram dissolvidos em Dimetil Sulfóxido 

(DMSO) (Merck) e incubado em meio 199 (SIGMA) para uma concentração 

final de 1,5 mM. As culturas foram tratadas por 12h, 24h e 48h e incubadas a 

37ºC, 5% CO2. A concentração utilizada, como já mencionado, baseou-se em 

estudos obtidos através de um “screening” de diferentes concentrações, onde 

pode ser observada e utilizada a concentração mais significativa para cada 

composto. 

Vinte e quatro novos compostos de Tiosemicarbazonas foram utilizados 

no decorrer do presente trabalho, sendo doze derivados Tiosemicarbazonas e 

doze derivados Tiazolidinônicos, estes últimos foram sintetizados a partir das 

Tiosemicarbazonas.  

A síntese das TSCs se dá através da condensação equimolar de um 

derivado carbonilado, do tipo aldeído ou cetona, com tiosemicarbazidas em 
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meio alcoólico sob refluxo e quantidades catalíticas de ácido (Akinchan et al ., 

2002; Easmon et al ., 1992) (fig. 8).  Ácido tioglicólico, como já mencionado, foi 

utilizado para preparar as tiosemicarbazidas pela reação com hidrazina 

hidratada em solução alcalina sob refluxo. Estas foram posteriormente 

condensadas com derivados de aldeído substituídos para se obter as TSCs 

(fig. 9). 

 

Figura 8: Reação de formação das Tiosemicarbazonas 

 

 
Figura 9: Utilização de ácido tioglicólico na preparação de tiosemicarbazonas 

 

 

Por outro lado, os derivados Tiazolidinônicos utilizados neste trabalho, 

foram sintetizados a partir da reação de ciclização entre as Tiosemicarbazonas  

e anidrido maléico em solução contendo tolueno seco ou benzeno sob refluxo 

(Brown, 1961) .  

 Suas estruturas químicas apresentam-se formadas por um anel de cinco 

membros, contendo dois heteroátomos: um enxofre (S) e um nitrogênio (N) e 

um grupo carbonila na posição 4. A numeração para nomenclatura desses 

compostos inicia-se com o enxofre recebendo a designação inicial número 1, 

enquanto o nitrogênio recebe a numeração 3, como demonstrado na figura 10 . 
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Figura 10-  Numeração do núcleo de 4-Tiazolidinonas 

 

As outras posições do anel, 2 e 5, podem ser substituídas por diversos 

grupos químicos em geral.  

As Tiazolidinonas, derivadas de tiosemicarbazonas, utilizadas neste 

trabalho, apresentam na posição 2, o grupo hidrazona condensado (Brown, 

1961) (fig. 11). 

 

 
Figura 11-  4-Tiazolidinona derivado de Tiosemicarbazona. 

 

Diferentes radicais foram utilizados na síntese das Tiosemicarbazonas e 

de seus derivados Tiazolidinônicos. Na porção benzilideno, foram 

primeiramente utilizados os radicais: cloro, hidrogênio e grupo nitro (fig.12) .  

No presente trabalho, porém, todos os compostos utilizados apresentam 

o grupo nitro (NO2) como substituinte, devido a esses derivados apresentarem 

os maiores valores de redução observados nos prévios ensaios (fig.12) . 

Seguindo esse raciocínio, o espectro das moléculas foi ampliado com a 

inclusão do grupo nitro nas posições orto, meta e para no anel aromático, para 

substituir o R1 e os grupos H ou CH3 ou CH3CH2 ou C6H5, para substituírem o 

R2 (fig.13). 
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Figura 12: Tiosemicarbazona e derivados Tiazolidinonas previamente preparados 

 

 

Figura 13: Moléculas alvo 

 

Devido ao fato dos derivados Tiazolidinônicos serem sintetizados a 

partir das Tiosemicarbazonas, tais compostos foram nomeados da seguinte 

maneira: nomenclatura de número 3 para Tiosemicarbazonas (fig.14)  e 

nomenclatura de número 4 para os seus derivados Tiazolidinônicos (fig. 15) . 

Além disso, como demonstrado na figura 14 e 15 , os grupos 

Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidinônicos, respectivamente, foram 

divididos em 4 grupos de 3 compostos para cada série. Dentro das 

Tiosemicarbazonas e de seus derivados Tiazolidinônicos, um grupo se 

diferencia do outro pela presença de diferentes radicais substituindo o R2, que 

como já mencionado, são: H, CH3, CH2CH3 e C6H5 (círculos)  e um composto 

se diferencia do outro dentro de cada grupo, pela localização do grupo NO2, 

ora na posição para (p-NO2), ora orto (o-NO2), ora meta (m-NO2), substituindo 

o radical R1 (círculos) . 

Os números 3 e 4, referentes aos Derivados Tiosemicarbazonas e os 

Derivados Tiazolidinonicos respectivamente (fig. 14 e fig.15) , se deve ao 

processo de síntese dos compostos, onde os Derivados Tiosemicarbazonas, 

serviram de base para síntese dos Derivados Tiazolidinonicos. 
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Figura 14 : Estrutura química das Tiosemicarbazonas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 : Estrutura química dos derivados Tiazolidinônicos 
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De acordo com a retirada ou inserção de radicais nas estruturas 

químicas das TSCs, a potencialidade desses compostos poderá ser afetada. 

 

3.6- Análise quantitativa 

 

Após o processamento do material para microscopia óptica em todos os 

tempos de incubação com os compostos, foi feita uma análise quantitativa a 

fim de verificar: a porcentagem de células infectadas e não infectadas, a média 

do número de parasitas normais e destruídos ou em processo de destruição e 

também a média dos vacúolos parasitóforos que os contém. A análise 

quantitativa foi efetuada por meio da contagem de campos aleatórios no 

microscópio óptico utilizando lente objetiva de 40x 

 

3.7- Análise da reversibilidade 

 

A reversibilidade dos compostos foi analisada em culturas infectadas 

com taquizoítos de T. gondii, incubada por 24h com os compostos 3f e 4f que 

apresentarem resultados mais significativos. Após o tempo de incubação por 

24h, o meio com o composto foi removido da cultura e substituído por meio 

199 sem o composto. As células foram incubadas por mais 24h e observadas 

por microscopia óptica. 

 

3.8- Microscopia Óptica 

 

Células Vero incubadas previamente por 24h a 37ºC foram infectadas 

com taquizoítos de T. gondii por 24h. Posteriormente foram incubadas com os 

24 compostos: Doze derivados Tiosemicarbazonas - (RP-23 ou 3a; RP-32 ou 

3b; RP-07 ou 3c; RP-28 ou 3d; RP-34 ou 3e; RP-12 ou  3f; RP- 30 ou 3g; 

RP-38 ou 3h; RP-18 ou 3i; RP-26 ou 3j; RP-36 ou 3k;  RP-15 ou 3 l), doze 

derivados Tiazolidinônicos – (RP-24 ou 4a; RP-33 ou 4b; RP-08 ou 4c; RP-29 

ou 4d; RP-35 ou 4e; RP-13 ou 4f; RP-31 ou 4g; RP-39  ou 4h; RP-19 ou 4i; 

RP-27 ou 4j;  RP-37 ou 4k; RP-16 ou 4l)  por  24h.   
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Posteriormente, os derivados Tiosemicarbazonas, 3g, 3e, 3d , foram 

incubados por 12h, sendo, 3g, 3e, também incubados por 48h. Os derivados 

Tiazolidinônicos, 4b, 4f, 4e , foram também testados por 12h, e os compostos 

4b, 4f , por sua vez foram testados por 48h. 

Células Vero infectadas, tratadas e não tratadas com as drogas anti-

proliferativas, foram lavadas com PBS, pH 7,2 por 3 vezes e fixadas com 

reagente Bouin (71% de ácido pícrico, 5 % de ácido acético e 24% de formol) 

por 5 min, a seguir foram lavadas com PBS por 4 vezes pH 7,2, 28ºC.  

Lamínulas contendo as células fixadas foram coradas em solução de 

Giemsa (1:10) em água destilada por 2 horas e lavadas 2 vezes com água 

destilada. Após a coloração, as culturas foram desidratadas com rápidas 

lavagens na bateria acetona/xilol: • Acetona pura (2 vezes); • Mistura 1 

(acetona-xilol 9:1); • Mistura 2 (acetona-xilol 7:3); • Mistura 3 (acetona-xilol 3:7) 

e • Xilol puro. 

As lamínulas foram montadas sobre uma lâmina histológica, utilizando 

EntellanR e incubadas na estufa 50ºC por 24h. 

O material foi observado e analisado quantitativamente em campo claro 

no microscópio ótico Axioplan-Zeiss, utilizando objetiva de 40X.  

 

3.9- Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

Células Vero cultivadas em garrafas de plástico incubadas por 24h a 

37ºC infectadas e não infectadas com taquizoíto de T. gondii por 24h, foram 

incubadas por 12h e 24h, com o compostos 3l (derivado Tiosemicarbazona) e 

por 24h com o composto 4l (derivado Tiazolidinônico), sendo posteriormente  

observadas no microscópio eletrônico de transmissão Zeiss 900.  

As células foram lavadas 3 vezes com PBS, após foram fixadas em 

formaldeído 4%, glutaraldeído 1%, tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2, 

Cloreto de cálcio 5 mM e 5% de sacarose (SIGMA) por 1 h. Após a fixação as 

células foram lavadas com solução tampão cacodilato e 5% de sacarose e 

removidas por raspagem, utilizando bastão de extremidade de látex. 

A suspensão contendo as células fixadas foi centrifugada a 2100 rpm/10 

min. O sedimento formado foi pós-fixado em tetróxido de ósmio 2% (SIGMA) e 
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ferrocianeto de potássio (SIGMA) por uma hora a temperatura ambiente, 

ausente de luz. Posteriormente à fixação, as células foram centrifugadas 2100 

rpm/10 min e lavadas com tampão cacodilato e 5% de sacarose. Após essa 

etapa as células foram centrifugadas 2100 rpm/10 min e ressuspensas em 

acetona para desidratação na seguinte ordem: acetona 30% por 10 min; 

acetona 50% por 10 min; acetona 70% por 10 min; acetona 90% por 10 min; 

acetona 100% por 10 min (3 vezes). 

O sedimento foi incubado em resina epon-acetona 100% na proporção 

1:1 overnight. A solução epon-acetona foi substituída por epon puro por 6 

horas à temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi incluído em eina 

epóxi e polimerizado em estufa 60ºC por 48 horas. 

Os blocos foram recortados no Reichest ultratrin - Leica para formar 

pirâmides truncadas onde se encontra o material. Cortes ultrafinos foram obtidos 

no ultramicrótomo Reichest Ultracuts - Leica e coletados em grades com 200-400 

tramas por polegada (200-400 mesh). Para constratação dos cortes, foram 

utilizados acetato de uranila (5% por 20 min) e citrato de chumbo (5 min). O 

material foi observado no microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM 900, 

operando a 80 kV. 
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4- RESULTADOS 

 

4.1-   Ação biológica dos compostos (citotoxidade) 

 

Para determinar a concentração mais efetiva contra os parasitas 

intracelulares, que ainda preserva as células hospedeiras, diferentes 

concentrações de tiosemicarbazonas e de seus derivados foram testadas. A 

faixa de concentração variou de 0,1 mM à 30 mM, com as seguintes 

concentrações: 0,1 mM, 1 mM, 1,5 mM, 10 mM, 20 mM e 30 mM. A 

concentração utilizada no tratamento foi aquela que na incubação por 24h não 

promoveu alterações nas células hospedeiras presentes na cultura, ficando as 

mesmas com sua morfologia aparentemente normal e aderida ao substrato.  

Foi possível também estabelecer o coeficiente de inibição de 50% de 

infecção pelos parasitas (IC50). 

A tabela 1  apresenta os resultados obtidos para 10 compostos de 

tiosemicarbazonas(3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j, 3k) e 4 compostos 

derivados tiazolidinônicos (4b, 4c, 4d, 4i). Em relação à porcentagem de 

células infectadas, o IC50 para quase todos os compostos testados foi ≤ 2,5 

mM, com exceção somente do composto 3f, que apresentou IC50 de 10 mM. 

A toxicidade dos compostos foi mais efetiva contra os parasitas 

intracelulares, apresentando IC50 de 0,5 mM, com exceção dos compostos 3b 

(0,1 mM), 3f (3 mM) 3h e 3k (0,08 mM). 

A concentração mais efetiva para todos os compostos foi a de 1,5 mM. 

Na presença dessa concentração, os parasitas intracelulares apresentaram 

bastante alterações relacionadas principalmente com a sua forma e as células 

hospedeiras, no entanto, encontravam-se aparentemente normais aderidas ao 

substrato. A partir daí, todos os tratamentos realizados no presente trabalho 

seguiram essa mesma concentração de 1,5 mM. 

Ressalta-se, portanto que, devido a similaridade apresentada pelos 

tratamentos com os compostos em prévios ensaios, somente alguns 

compostos foram demonstrados nesta análise. Isso vale também para as 

demais análises apresentadas. 
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Tabela 1 : Valores do IC50 referente ao número de células e ao número de parasitas 

intracelulares dos diferentes compostos pertencentes às duas séries. 

 

 

 

4.2- Análise quantitativa: Tiosemicarbazonas/Deriva dos 

Tiazolidinônicos 

 

 Diante das alterações sofridas pelos taquizoítos intracelulares após o 

tratamento com as Tiosemicarbazonas e com seus derivados Tiazolidinônicos, 

foi possível verificar o impacto dessas alterações sobre a infecção na célula 

hospedeira, através da análise quantitativa dos compostos utilizados. Através 

dessa análise foi possível avaliar após os tratamentos: a % do número de 

células infectadas, a média do número de parasitas normais e alterados, bem 

como a dos VP que os contém. 

Todos os compostos analisados reduziram a porcentagem de células 

infectadas após 12h e 24h de tratamento (tabelas 2 e 3) , sendo que em 24h 

de incubação, a redução foi mais drástica. No tratamento por 48h, observamos 

     Compostos 

 

% de células infectadas 

IC50 (mM) 

Parasitas intracelulares 

IC50 (mM) 

Derivados Tiosemicarbazonas 

3b 2± 0.05 0.1±0.06 

3c 1.5±0.05 0.5±0.06 

3d 2±0.06 0.5±0.05 

3e 1.5±0.04 0.5±0.05 

3f 10±1 3±0.4 

3g 2±0.05 0.5±0.05 

3h 1±0.05 0.08±0.002 

3i 2.5±0.05 0.5±0.05 

3j 1±0.05 0.5±0.05 

3k 1±0.05 0.08±0.004 

Derivados Tiazolidinônicos 

4b 2±0.05 0.5±0.06 

4c 2.5±0.04 0.5±0.04 

4d 2±0.07 0.5±0.06 

4i 2±0.06 0.5±0.06 



 44 

um grande decréscimo no número de células presentes na cultura, por isso, 

não foi possível estabelecer dados quantitativos, porém a análise morfológica 

desse tempo de incubação será avaliada. 

Células infectadas tratadas por 24h apresentaram em sua maioria 

parasitas alterados, entretanto, no tratamento por 12h, é notável uma 

quantidade maior de parasitas normais no interior do vacúolo parasitóforo.  

Na incubação por 48h, não foi possível identificar parasitas no interior do 

VP, devido a drástica diminuição do número de células. Mesmo nas poucas 

células presentes na cultura, não foi verificado parasitas intracelulares. 

Para verificar a ação desses compostos sob a multiplicação dos 

parasitas, realizou-se a contagem e a avaliação da morfologia dos parasitas 

intracelulares nas culturas controle e tratada. Observamos que tanto em 12h 

de incubação como em 24h de incubação com todos os compostos 

apresentados, o número de taquizoítos e o número de células infectadas 

diminuíram quando comparado ao número de parasitas nas culturas infectadas 

não tratadas (controle) (tabela 2) . No entanto, no tratamento por 24h a 

redução foi muito mais drástica (tabela 3) .  

 

 

Tabela 2 : Percentagem do número de células Vero infectadas e o número de parasitas 

intracelulares após o tratamento por 12h com três derivados Tiosemicarbazonas e três com os 

derivados Tiazolidinônicos. 1- vacúolos com parasitas destruídos. 

 

Compostos 

% do número de  

células infectadas 

 Controle        Tratado   

Média do número de  

Parasitas intracelulares 

Controle  Tratado 

Média do número de 

vacúolos 1 

Controle       Tratado  

Derivados Tiosemicarbazonas 

3d   70±5              38±4   625±46              78±25   242±4              62±11 

3e   63±1              41±9   592±47              82±24   237±3              54±11 

3g   56±1              29±6   539±9              121±23   154±4              28±10 

Derivados Tiazolidinônicos 

4b   59±4              33±8   496±4                88±29  151±5               53±8 

4e   57±2              41±6   522±56            113±45   228±93            66±12 

4f   59±4              29±6   496±4                97±31   151±5              37±8 
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Tabela 3 : % do número de células e número de parasitas intracelulares após o tratamento por 

24h com compostos das duas séries. Estruturas referentes aos radicais 1 (R1) e 2 (R2) são 

também evidenciados. 1- vacúolos com parasitas destruídos. 

 

Compostos 

 

R1 

 

R2 

% de células 

 Infectadas 

 Controle     Tratado 

Média do numero de  

parasitas intracelulares  

 Controle         Tratado 

Média do numero 

de Vacúolos 1 

Controle Tratado  

Derivados Tiosemicarbazonas  

3a -H o-NO2  58±9          10±4  704±117              25±22  307±112          20± 9 

3b -H m-NO2  76±9           4±2  768±142               3±3  342±6                7±4 

3c -H p-NO2  65±12         5±2  698±94                 4±6  340±126          12±7 

3d -CH3 o-NO2  81±4           9±5  783±84                 2±3  318±41            10±5 

3e -CH3 m-NO2  84±3           9±3  642±92                 1±1  298±92            10±3 

3f -CH3 p-NO2  89±6         12±4  683±60               72±28  329±12            11±1 

3g   -CH2 CH3 o-NO2  81±4           8±2  783±84                 1±2  318±41            18±2 

3h -CH2 CH3 m-NO2  76±9           7±3  768±142               5±6  342±6              18±8 

3i -CH2 CH3 p-NO2  86±4         17±3  852±140               9±2  406±33              7±2 

3j -C6 H5 o-NO2  84±3           7±3  642±92                 3±2  298±57              7±3 

3k -C6 H5 m-NO2  65±15         7±4  442±69               11±12  195±67              8±3 

3l -C6 H5 o-NO2  60±15         5±4  650±205               7±9  328±87              6±5 

                            Derivados Tiazolidinôni cos  

4a -H o-NO2  82±5             7±3  619±95                  1±2  268±74            12±2 

4b -H m-NO2  80±6           15±8  840±116                4±3  350±55            24±13 

4c -H p-NO2  85±3           16±5  732±69                  4±3  382±7              20±7 

4d -CH3 o-NO2  84±3           15±5  888±143                3±3  318±55            23±8 

4e -CH3 m-NO2  85±2           11±4  628±74                  2±3  295±1                7±3 

4f -CH3 p-NO2  87±4           13±6  726±115                2±2  332±74              9±5 

4g -CH2 CH3 o-NO2  86±4           14±5  663±16                  3±2  332±42             22±8 

4h -CH2 CH3 m-NO2  85±3           19±5  732±69                  3±2  382±7               19±5 

4i -CH2 CH3 p-NO2  80±2             7±4  627±81                  2±2  265±63             12±6 

4j -C6 H5 o-NO2  83±4             8±3  687±103                2±2  297±38             12±6 

4k -C6 H5 m-NO2  72±22           3±4  786±79                  2±2  344±60             16±6 

4l -C6 H5 p-NO2  83±3             6±2  654±98                  1±1  333±4               11±4 

 

A redução do número de VP indica que os parasitas alterados 

morfologicamente não foram capazes de se multiplicar. Dessa forma, vacúolos 

parasitóforos com parasitas normais e alterados foram observados e contados 

após o tratamento por 12h e 24h (tabelas 2 e 3) . Verificamos também, que no 
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tratamento por 12h a presença de vacúolos com parasitas normais foi bem 

maior que no tratamento por 24h. Ademais, a presença de vacúolos com 

parasitas em processo de destruição, mesmo que inicial, também foi maior no 

tratamento por 12h, mostrando sua equivalência com a maior porcentagem de 

células infectadas nesse tempo de incubação (tabelas 2 e 3) . 

Ressalta-se ainda que, apesar de no tratamento por 24h, ter 

apresentado um número menor de vacúolos com parasitas alterados, os 

parasitas neles presentes encontravam-se em sua maioria bastante alterados, 

ou mesmo totalmente destruídos (tabela 3) . Esses dados equivalem também 

ao número menor de células infectadas apresentadas no tratamento. 

 

4.3-  Influência da estrutura química no mecanismo de 

ação dos compostos 

 

A tabela 3 demonstra, portanto, que as modificações químicas dos 

diferentes compostos tiveram pouca influência sobre os diferentes aspectos 

avaliados. 

No entanto, podemos constatar que todos os compostos agiram de 

forma eficiente em diminuir a % de células infectadas, reduzirem o número de 

parasitas intracelulares, bem como o número de vacúolos parasitóforos. 

 

4.4- Aspectos morfológicos da interação do parasita  com 

a célula hospedeira 

 

A microscopia óptica foi utilizada para analisar a estrutura morfológica 

do T. gondii, bem como sua disposição na infecção e desenvolvimento na 

célula hospedeira após o tratamento com as Tiosemicarbazonas e seus 

derivados Tiazolidinônicos.  

Primeiramente, como já descrito, foram realizados testes com diferentes 

concentrações dos compostos das duas séries, para estabelecer a 

concentração mais adequada para o tratamento, que foi a de 1,5 mM. 
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Células Vero cultivadas e processadas como descrito anteriormente, 

foram utilizadas como células hospedeiras no estudo da interação com 

taquizoítos de T. gondii, e observadas ao microscópio óptico de campo claro. 

As células infectadas com taquizoítos de T. gondii por 24h, apresentam 

parasitas em seu interior sob forma de meia-lua ou semicírculo assumindo 

característica de rosácea, dentro do vacúolo parasitóforo (figs. 1A-B e figs. 

3A-B)  encontrando-se também aderida ao substrato (figs. 1A e 3A) .  

Após o tempo de infecção de 24h, as culturas foram tratadas por 12h, 

24h e 48h na presença de Tiosemicarbazonas e de seus derivados 

Tiazolidinônicos.  

Todos os compostos, totalizando 24, foram testados por 24h. No 

entanto, os efeitos morfológicos e ultraestruturais serão demonstrados 

somente para alguns compostos, devido à similaridade apresentada em seus 

resultados na incubação por 24h. Além disso, os compostos analisados 

morfologicamente e ultraestruturalmente, pertencem a diferentes grupos dentro 

das duas séries.   

Nem todos os compostos foram testados nos tempos de incubação de 

12h e 48h. Somente 6 foram incubados por 12h, sendo 3 pertencentes aos 

derivados Tiosemicarbazonas e 3 aos derivados Tiazolidinônicos e 4  

compostos foram incubados por 48h, também pertencentes a ambos os 

derivados. Os compostos apresentados foram avaliados e demonstrados, 

seguindo o mesmo critério de seleção do tratamento por 24h.  

Todos os compostos utilizados causaram alterações na morfologia dos 

taquizoítos intracelulares, principalmente em relação à sua forma, onde pode 

ser observado formas arredondadas no tratamento por 12h (fig. 2A-B-C e fig.4 

A-B-C) e semelhantes a inclusões citoplasmáticas no tratamento por 24h (figs. 

1C-D-E-F e figs. 3C-D-E-F) . As alterações apresentadas pelo parasita após o 

tratamento com os compostos de ambas as séries, Tiosemicarbazonas e 

derivados Tiazolidinônicos foram bastante semelhantes entre si.  

As alterações que os parasitas passaram apresentar após o tratamento 

com os compostos são bastante visíveis quando comparadas com a forma 

normal de semi-círculo apresentada na cultura controle. 
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A partir das alterações sofridas pelos taquizoítos intracelulares após o 

tratamento por 24h com os compostos, verificou-se o impacto dessas 

alterações sobre a infecção, realizando a análise quantitativa (tabela 3).  

 

4.4.1- Tratamento com as Tiosemicarbazonas 

 

Após o tratamento por 12h com o compostos 3d (fig. 2A) , 3e (fig. 2B)  e 

3g (fig. 2C) , muitos vacúolos apresentam parasitas com fenótipo arredondado 

(figs. 2A-B-C) . 

Quando incubados por 24h, com os compostos 3c (fig. 1C ), 3g (fig. 1D) , 

3e (fig. 1E)  e 3d (fig. 1F) , os parasitas apresentam-se como inclusões 

citoplasmáticas, apresentando drásticas alterações morfológicas (figs. 1C-D-E-

F), entretanto, a célula hospedeira parece aparentemente inalterada nesse 

tempo de incubação (figs. 1C-D-E-F) . As alterações foram bastante 

semelhantes para todos compostos nesse tempo de incubação, por isso foram 

demonstrados somente os compostos acima citados. 

  Na incubação por 48h com os compostos 3e (fig. 5A)  e 3g (fig. 5B) , são 

visíveis grandes alterações na célula hospedeira e os taquizoítos mesmo os 

alterados, não são observados na cultura de modo geral (figs. 5A-B) . Porém 

no tratamento com o composto 3g foi possível verificar uma alteração um 

pouco menor nas células hospedeiras (fig. 5B) . A cultura durante esse tempo 

de incubação, encontra-se quase desprovida de células (figs. 5A-B) , devido a 

esse fato, foram evidenciados, somente os resultados referentes ao seu estudo 

morfológico, como mencionado. 

 Vacúolos com parasitas normais também foram observados após o 

tratamento com esses compostos, como podemos observar após o tratamento 

por 12h com os compostos (fig. 2B) . Contudo, após o tratamento por 24h, a 

presença desses vacúolos foi menos constante, pois a maioria apresenta 

parasitas alterados morfologicamente ou em processo de destruição (figs.1C-

D-E-F), o mesmo não acontece com a incubação por 48h, visto que os 

parasitas de forma geral encontram-se ausentes (figs. 5A-B) .  

Em relação ao comportamento da célula hospedeira diante exposição 

ao tratamento com os compostos por 12h e 24h, podemos observar que 

aparentemente na maioria das vezes a mesma se encontra inalterada (figs. 
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1C-D-E-F e figs. 2A-B-C) . Porém, no tratamento por 48h, grande parte das 

células na cultura apresenta-se alteradas morfologicamente, além de se notar 

decréscimo em seu número (figs. 6A-B) . 

 

4.4.2- Tratamento com os derivados Tiazolidinônicos  

 

O tratamento com os derivados Tiazolidinônicos, apresenta uma 

similaridade de resultados, em relação às Tiosemicarbazonas, no que diz 

respeito ao aspecto morfológico. 

Após o tratamento por 12h com os compostos 4b (fig. 4A) , 4e (fig. 4B)  

e 4f (fig. 4C) , a maioria dos vacúolos citoplasmáticos encontrados contém 

parasita com sua forma modificada (fig. 4A-B-C, setas), porém ainda é possível 

encontrar parasitas com sua forma normal (fig. 4B) . No entanto, no tratamento 

por 24h, com os compostos 4b (fig. 3C) , 4f (fig. 3D) , 4e (fig. 3E)  e 4j (fig.3F) , 

os taquizoítos apresentam alterações morfológicas drásticas, perdendo a 

forma de meia-lua, assumindo um aspecto amorfo, semelhante a inclusões 

citoplasmáticas (figs. 3C-D-E-F) .  

Em relação às células hospedeiras, nota-se também que 

aparentemente, na maioria das vezes, não sofreram modificações (figs. 3C-D-

E-F e figs. 4 A-B-C) , assemelhando ao observado com as Tiosemicarbazonas. 

Contrapondo-se também, com o tratamento por 48h, com os compostos 4b e 

4f onde a maioria das células presente mesmo em menor quantidade, 

encontra-se bem alteradas (fig. 5C) , os resultados apresentados são 

referentes ao tratamento com o composto 4f, devido à similaridade 

apresentada entre os dois compostos. Todavia, os parasitas como no 

tratamento com as Tiosemicarbazonas, também não foram observados na 

cultura (fig.  5C) . 

Vacúolos com parasitas normais também foram observados durante o 

tratamento por 12h com os compostos 4b, 4e (fig. 4B) , porém no tratamento 

por 24h, a presença desses vacúolos foi menos constante ou mesmo 

inexistente (figs. 3B-C-D-E) . 
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4.5-  Análise da reversibilidade dos compostos  

 

Para avaliar se a retirada dos compostos tiosemicarbazonas e seus 

derivados tiazolidinônicos, promove uma re-infecção pelos parasitas 

previamente tratados por 24h, as células infectadas por 24h e incubadas por  

24h com os compostos (figs. 6A-C) , foram posteriormente re-incubadas em 

somente meio de cultura por mais 24h (figs. 6B-D) . Nestas condições 

observou-se que a infecção não foi re-estabalecida no tratamento com o 

composto 3g (tabela 4 e figura 6B) . Ou seja, ao parasitas não recuperaram 

sua capacidade infectiva. 

A re-infecção só foi observada para as culturas tratadas com o 

composto 4f, neste caso os parasitas não afetados, voltaram a se dividir, 

aumentando dessa forma sua quantidade (tabela 4). Esses parasitas foram 

capazes de invadir novas células e formar novos vacúolos parasitóforos, 

permitindo dessa forma o aumento dos mesmos (fig. 6D). 

Contudo, aqueles parasitas que foram drasticamente afetados durante o 

tratamento, não foram capazes de voltar a se replicar na ausência dos 

compostos. 

 

 

Tabela 4 : Análise da reversibilidade dos compostos. As culturas foram primeiramente tratadas 

por 24h com os compostos e posteriormente incubadas por mais 24h com meio de cultura. 

 

Compostos  

% de células 

infectadas 

 Controle     Tratado   

  Parasitas 

intracelulares 

Controle  Tratado 

Média do número 

de vacúolos 

Controle  Tratado  

Derivado Tiosemicarbazona 

3g   7±4                5±3   0,8±0                1±2   8±4                    4±2 

Derivado Tiazolidinônico 

4f   16±6             12±2   3±2                  26±2   12±2                 31±4 
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4.6-  Aspectos ultraestruturais da interação do par asita 

com a célula hospedeira 

 

Para análise ultraestrutural, células Vero infectadas com taquizoítos de                                                                                                                                                                                                                                                                 

T. gondii foram analisadas por microscopia eletrônica de transmissão. Culturas 

infectadas não tratadas apresentaram taquizoítos normais proliferando dentro 

do vacúolo parasitóforo, evidenciando o seu núcleo e sua superfície contínua, 

delimitando todo o parasita (figs. 7A-B) . A célula hospedeira apresenta 

aspecto normal com mitocôndrias (M) e retículo endoplasmático (RE) junto ao 

vacúolo parasitóforo e também com núcleo bastante evidente (figs. 7A-B)  

As culturas foram tratadas com os compostos 3l por 12h (fig. 7C)  e 24h 

(fig. 7D)  (derivado Tiosemicarbazona) e 4l por 24h (figs. 8A-B)  (derivado 

Tiazolidinônico). Após 12h de tratamento com o composto 3l (derivado 

Tiosemicarbazona), o citoplasma do parasita apresentou vacuolizações (fig. 

7C), notando-se dessa forma, uma desestruturação em todo o citoplasma. No 

entanto, a superfície do parasita mostra-se aparentementa inalterada (fig. 7C) . 

Nesse tempo de tratamento, foi possível também identificar vacúolos com 

parasitas em estágio menos avançado de destruição (fig. 7). Nota-se também 

uma mudança na disposição da membrana do vacúolo parasitóforo (fig. 7C).  

A incubação por 24h com esse composto, levou a alterações mais 

drásticas no parasita intracelular, que apresentou um citoplasma vacuolizado e 

totalmente alterado com a presença de estruturas contendo estruturas 

semelhantes a restos de membranas (fig. 7D) . Observa-se também alteração 

na superfície do parasita, deixando esta de ser contínua (fig. 7D)  e a 

membrana vacuolar, encontra-se da mesma forma, alterada  em sua 

disposição (fig. 7D).  Por outro lado, o citoplasma da célula hospedeira, 

encontra-se aparentemente inalterado, com a presença de mitocôndrias (M) ao 

redor do vacúolo (fig. 7D).  

O tratamento com o composto 4l (derivado Tiazolidinônico) por 24h, 

também causou sérias alterações nos parasitas intracelulares (figs. 8A-B) . O 

aspecto amorfo, apresentado pelos parasitas na análise morfológica, pôde ser 

confirmado ultraestruturalmente, com os parasitas  totalmente alterados dentro 

do vacúolo parasitóforo, e também apresentando citoplasma bastante 
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eletrondenso, além de algumas vacuolizações (figs. 8A-B).  A membrana 

vacuolar encontra-se também alterada (figs. 8A-B) . 

Analisando a célula hospedeira, verificamos que no tratamento com o 

composto 3l, a célula aparentemente encontra-se inalterada, com mitocôndrias 

(M) ao redor do VP (fig. 7D). Porém, após a incubação com o composto 4l, a 

célula hospedeira, apresentou algumas modificações, como, citoplasma 

bastante denso, com algumas vacuolizações, além de alterações também na 

disposição das organelas citoplasmáticas (figs. 8A-B) . 

A potencialidade dos compostos pode está relacionada com a estrutura 

química de cada composto. De acordo com a modificação na estrutura química 

dos compostos, inserção de diferentes radicais, bem como, mudanças na 

posição do radical NO2, o mecanismo de ação de cada composto poderá ser 

influenciado.  

Em relação aos aspectos morfológicos, demonstrados pela  microscopia 

óptica, as mudanças nos compostos não afetaram nos respectivos resultados, 

que foram em sua maioria muito semelhantes entre si. Não obstante, na 

análise ultraestrutural, pode ser observado uma pequena diferença no parasita 

intracelular, que pode está relacionada às mudanças dos radicais nas 

estruturas químicas dos compostos. As diferenças foram mais marcantes na 

célula hospedeira que apresentou alterações, como algumas vacuolizações no 

citoplasma e alterações na disposição das organelas. Contrapondo-se ao 

estudo morfológico, que aparentemente não apresentou alterações na célula 

hospedeira. 
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Figura 1- Microscopia óptica de células Vero infectadas por 24h com taquizoítos de (1A,B) e tratadas por 24h com os

derivados Tiosemicarbazonas 3c (1C), 3g (1D), 3e (1E) e 3d (1F). Taquizoítos normais com aspecto de rosácea (1A-B, seta) e

célula hospedeira aderida ao substrato (1A-B, seta pontilhada). Após o tratamento, os taquizoítos apresentaram dráticas

alterações morfológicas (1C,D,E,F, setas). A célula hospedeira encontra-se aparentemente inalterada (1C,D,E,F, seta

pontilhada). T= t ;N= núcleo; VP= vacúolo parasitófor

T. gondii

aquizoíto o.
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Figura 2- Microscopia ótica de células Vero infectadas e tratadas por 12h com os derivados Tiosemicarbazonas

3d (2A); 3e (2B) e 3g (2C).Após o tratamento, taquizoítos apresentam fenótipo arredondado (2A-B-C, setas) e a

célula hospedeira parece inalterada (2A-B-C, seta pontilhada). Parasitas normais também são evidenciados

(2B, asterisco). P= parasita; N= núcleo; VP= vacúolo parasitóforo.
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Figura 3- Microscopia óptica de células Vero infectadas com taquizoítos de , por 24h (3A,B) e tratadas por 24h

com os derivados Tiazolidinônicos 4b (3C), 4f (3D), 4e (3E) e 4j (3F). Taquizoítos normais com aspecto de rosácea

(3A-B, seta) e célula hospedeira aderida ao substrato (3A, seta pontilhada). Após o tratamento alterações foram

observadas nos parasitas (3C,D,E,F, setas) e a célula hospedeira aparentemente inalterada (3C,D,E,F, seta

pontilhada). T= t ; N= núcleo;VP= vacúolo parasitóforo
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Figura 4- Microscopia óptica de células Vero infectadas e tratadas por 12h com os derivados Tiazolidinônicos 4b (4A);

4e (4B) e 4f (4C). Após o tratamento, parasitas com sua forma alterada foram visualizados (4A-B-C, setas). Parasitas

normais também foram evidenciados (4B, asterisco).Acélula hospedeira apresentou aspecto normal após o tratamento

(4A-B-C, seta pontilhada). N= núcleo;VP= vacúolo parasitóforo.
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Figura 5- Microscopia óptica de células Vero infectadas e tratadas por 48h com os derivados Tiosemicarbazonas 3e (5A)

e 3g (6B) e com Tiazolidinônico 4f (5C). Após o tratamento, as células hospedeiras sofreram drásticas alterações (5A-B-

C, setas). N= núcleo
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Figura 6- Microscopia de células Vero infectadas e tratadas por 24h com os compostos 3g (6A) e 4f (6C) e posteriormente

incubadas com meio de cultura para ambos 3g (6B) e 4f (6D). Na ausência do composto 3g os parasitas não recuperaram

sua capacidade infectiva, encontranto-se alterados no vacúolo (6B, setas). Na ausência do composto 4f, os parasitas

foram capazes de revertir a infecção, voltando a se proliferar no vacúolo (6D, setas). A célula hospedeira encontra-se

aderida ao substrato na presença ou na ausência dos compostos (6A-B-C-D, seta pontilhada). N= núcleo; VP= vacúolo

parasitóforo.
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Figura 7- Microscopia eletrônica de células Vero infectadas com taquizoítos de por 24h (7A,B) e tratadas por

12h (7C) e 24h (7D) com o derivado Tiosemicarbazona 3l. Taquizoítos normais, com superfície bem marcada (7A-B,

seta) e a célula hospedeira aparentemente normal, com mitocôndrias (M) e retículo endoplasmático (RE) ao redor do

vacúolo. Após o tratamento, os taquizoítos intravacuolares foram drasticamente alterados (7C, seta e 7D, seta cheia),

porém sua superfície parece inalterado (7C-D, setas pontilhadas) e a membrana vacuolar alterada(7C-D, asterisco),

nota-se também parasitas menos alterados após o tratamento por 12h (7C, seta cheia). A célula hospedeira

aparentemente não foi alterada na presença desse composto, com mitocôndrias ao redor do vacúolo (M).T= taquizoíto.
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Figura 8- Microscopia eletrônica de células Vero infectadas e tratadas por 24h com o derivado

Tiazolidinônico 4l (8A-B). Parasitas totalmente alterados dentro do vacúolo, com citoplasma bem

eletrondenso e vacuolizado (8A-B, setas), a membrana do vacúolo também alterada (8A-B, asterisco). A

célula hospedeira apresentou citoplasma eletrondenso, vacuolizado e alteração na disposição das

organelas (8A-B, setas pontilhadas). T= N= .taquizoíto; núcleo



 62 

 

 

 

 

 

 

 
 

Discussão 



 63 

5- DISCUSSÃO 

 

Os medicamentos utilizados no tratamento da toxoplasmose não 

eliminam o parasita do organismo, além de causar uma série de efeitos 

colaterais ao hospedeiro, como depressão da medula óssea, náuseas, etc. 

(Bosch-Driessen et al. , 2002; Degerli et al ., 2003). Além disso, ocorre 

frequentemente resistência do parasita a tais medicamentos. 

Ademais, as drogas tradicionalmente usadas no tratamento da 

toxoplasmose são antimetabólitos que interferem na síntese ou no modo de 

ação do folato (Bosch-Driessen et al.,  2002). Os folatos são componentes 

essenciais para a síntese de DNA e proliferação celular. Os antimetabólitos 

que atuam na síntese do folato são as sulfonamidas e pirimetaminas. As 

sulfonamidas são administradas em conjunto com as pirimetaminas no 

tratamento da toxoplasmose (Sköld, 2000) .  O uso da azitromicina sozinha ou 

acompanhada com as pirimetaminas também foi estabelecido contra a doença 

(Bosch-Driessen et al. , 2002; Degerli et al ., 2003). 

No entanto, estudos recentes mostram que o uso combinado de 

Sulfadiazina e Pirimetamina com azesteróis, possui uma potente atividade anti-

proliferativa contra o T. gondii, (Dantas-Leite et al ., 2005), além também, de 

seu efeito anti-proliferativo contra parasitas tripanossomatídeos (Urbina et al ., 

1996; Urbina et al.,  1997; Rodrigues et al ., 2002).  

Estudos da interação parasita-célula hospedeira têm se mostrado um 

ótimo modelo para testes de compostos potenciais com finalidade 

quimioterápica. Outro alvo muito utilizado no desenvolvimento de 

quimioterápicos é a inibição do ciclo celular, com compostos que atuem em 

fase específica ou não do ciclo.  

Estudos com compostos que interrompem o desenvolvimento 

intracelular do Toxoplasma gondii, acarretando em sua destruição também têm 

sido evidenciados (Melo  & Beiral, 2003; Melo et al ., 2002; De Souza & Melo, 

2000; Passos & Melo, 1999; Dantas-Leite et al.,  2005).   

 Nesse trabalho, ampliando nossas investigações, analisamos a ação de 

novos isolados recém sintetizados de Tiosemicarbazonas e seus derivados 

Tiazolidinônicos, em células hospedeiras infectadas com T. gondii, para 
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verificar suas respectivas ações no desenvolvimento intracelular do parasita. 

Esses compostos como descrito anteriormente, atuam no ciclo celular por meio 

da inibição da atividade enzimática da RNR (Finch, et al.,  1999; Moore et al.,  

1970), comportando-se como quelantes de metais (Bharti et al.,  2003; 

Kasuga et al ., 2003) e pouco se sabe da sua atividade sobre o 

desenvolvimento do T. gondii intracelular.  

De acordo com Hutchinson, 1985, modificações nas moléculas de 

Tiosemicarbazonas levam a perda substancial da atividade quimioterápica 

desses compostos (Hutchinson, 1985). No entanto, as mudanças na estrutura 

química dos compostos utilizados no presente trabalho, não interferiram, de 

modo geral, no mecanismo de ação dos compostos. Os compostos 

apresentaram em sua maioria resultados semelhantes, relacionados à análise 

morfológica. Porém, mudanças foram observadas na análise ultraestrutural, e 

estas podem está diretamente relacionadas aos diferentes fenótipos 

apresentados pelos parasitas, principalmente das células hospedeiras, durante 

os tratamentos com os compostos. 

 

5.1- Célula hospedeira/ Toxoplasma gondii 

 

Parasitas intracelulares obrigatórios, como, Toxoplasma gondii, 

Leishmania Trypanosoma cruzi, para estabelecer uma infecção na célula 

hospedeira evadem de seus diferentes mecanismos microbicidas impostos 

pela célula hospedeira (Corsaro et al., 1999).  

O T. gondii, durante o seu processo de infecção, impede a produção de 

radicais reativos produzidos pela célula hospedeira e também a acidificação e 

fusão do vacúolo parasitóforo com organelas da via endocítica. Então, dessa 

forma, o parasita desenvolve estratégias de sobrevivência, procurando vencer 

e burlar os mecanismos de defesa impostos pela célula hospedeira. 

A inibição desses mecanismos está relacionada principalmente com o 

ambiente intracelular que abriga o parasita, o VP. Além disso, esse ambiente 

dificulta a ação de drogas contra o parasita. Porém, no presente trabalho, o VP 

foi o nosso principal alvo, uma vez que utilizamos compostos que atuam sobre 

o desenvolvimento intracelular do T. gondii. 
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A análise do aspecto morfológico, através da microscopia ótica, 

demonstrou que os derivados Tiosemicarbazonas, bem como os derivados 

Tiazolidinônicos, interromperam o desenvolvimento intracelular do Toxoplasma 

gondii, alterando sua morfologia, levando a uma drástica redução do seu 

número e de células hospedeiras infectadas, no tempo de 24h de incubação.  

O tempo de incubação de 24h foi proposto, pelo fato de não ter ocorrido 

ainda à lise celular das células hospedeiras infectadas pelos parasitas, além 

disso, nesse tempo de incubação, a maioria das células presentes na cultura 

encontra-se infectadas, tornando-se mais abrangentes os resultados dos 

compostos testados. 

A concentração que foi utilizada para cada composto foi aquela que na 

sua presença, pudemos verificar um melhor impacto na cultura de modo geral: 

com as células aparentemente inalteradas e os parasitas drasticamente 

alterados ou mesmo destruídos no interior do VP. 

Diante da análise do número de vacúolos, torna-se claro que, apesar do 

VP ser um alvo difícil para a ação de compostos em geral, no presente 

trabalho, foi possível constatar o efeito de todos os compostos nesse alvo 

intracelular, visto que a multiplicação dos parasitas intracelulares foi inibida 

juntamente com a sua provável destruição ou mesmo eliminação da 

culturaapós o tratamento com os respectivos compostos. 

Como mencionado anteriormente, para estabelecer uma infecção na 

célula hospedeira, o T. gondii burla o seu sistema de defesa, utilizando-se de 

várias estratégias de sobrevivência no interior do VP. Neste trabalho, foi 

possível verificar que o tratamento com as Tiosemicarbazonas e seus 

derivados Tiazolidinônicos, levou a eliminação dos parasitas no interior do VP. 

 O processo de eliminação do T. gondii intracelular, pode está 

relacionado com a reativação do mecanismo de defesa da célula hospedeira.  

Carvalho & Melo, 2002 e Carvalho & Melo, 2006, demonstram que após o 

tratamento com a Hidróxiuréia, que também é uma Tiosemicarbazona, ocorre 

ativação da via endocítica da célula hospedeira, com a fusão do VP com os 

lisossomos e a conseqüente eliminação do parasita no interior do VP, além de 

causar também, perturbações nas organelas secretoras. Então sugere-se que 

o mesmo pode ter acontecido no tratamento com as Tiosemicarbazonas e 

seus derivados Tiazolidinônicos no presente trabalho. 
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A infecção do T. gondii na cultura é assincrônica, ou seja, os parasitas 

apresentam-se em diferentes fases de seu ciclo. Diante desse fato, pudemos 

observar nesse trabalho, fenótipos diferenciados dos parasitas: alguns se 

encontravam em processo de destruição, outros totalmente destruídos ou 

ainda uma minoria com aspecto normal. Todavia, no interior do VP o 

desenvolvimento do parasita se dá de forma sincrônica, por isso, encontramos 

VP com parasitas totalmente destruídos, outros com parasitas em processo de 

destruição e ainda VP com parasitas normais, embora a presença desses 

últimos tenha sido menos freqüente. 

 Alguns estudos têm demonstrado que a utilização de Hidroxiuréia (HU) 

a uma concentração de 5 mM, sincroniza culturas celulares, sem produzir 

alterações morfológicas ou ultraestruturais em células hospedeiras tratadas 

(Galanti et al  1994; Hofer et al  1998; Taylor et al  1999). 

Tal como a Hidroxiuréia, os efeitos das Tiosemicarbazonas assim como 

de seus derivados Tiazolidinônicos sobre a proliferação celular são mais 

pronunciados sobre a fase S do ciclo celular (Finch et al., 1999), devido sua 

ligação à enzima ribonucleotídeo redutase e sua conseqüente inativação. No 

entanto, por se ligarem com uma maior afinidade à enzima, as 

Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidinônicos, possuem resultados 

mais significativos, quando comparados com a Hidroxiuréia, uma vez que esta 

possui uma baixa afinidade pela enzima (Krakoff, 1975) , além de uma meia-

vida curta (Beckloff et al ., 1965), apesar de ter uma grande aplicabilidade 

clínica. Uma das limitações de HU é o desenvolvimento de resistência, a qual 

pode ocorrer por diferentes mecanismos envolvendo mudanças quantitativas e 

qualitativas na enzima. HU é muito utilizada no tratamento de câncer de mama, 

de colo do útero e outros (Gwilt & Tracewell, 1998).   

Ademais, durante a incubação com os novos isolados de 

Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidinônicos, aqueles parasitas no 

interior do VP, que não se encontravam na fase S do ciclo celular, não foram 

afetados e manteram-se morfologicamente normais. Esses parasitas, na 

ausência dos compostos, voltaram a se multiplicar re-estabelecendo a 

infecção. No entanto, os parasitas que se encontravam realizando o seu ciclo 

celular durante a incubação com os compostos foram drasticamente afetados e 

não conseguiram recuperar sua capacidade infectiva/proliferativa na ausência 
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dos derivados. Isso demonstra que as Tiosemicarbazonas e seus derivados 

Tiazolidinônicos são agentes específicos de fase, pois só foi possível verificar 

a ação desses compostos naqueles parasitas que se encontravem na fase S 

do seu ciclo celular. 

Estudos evidenciam ainda que, no tratamento com a Hidroxiuréia, a 

infecção pelos parasitas foi praticamente eliminada da cultura somente após 

48h de incubação, embora o processo inicial de destruição do parasita tenha 

sido constatado bem antes desse tempo (Melo & Beiral, 2003) . Por outro lado, 

na presença dos novos derivados de Tiosemicarbazonas e derivados 

Tiazolidinônicos o efeito mais drástico foi constatado, no tempo de 24h de 

incubação, onde a cultura encontrava-se quase desprovida de parasitas e 

também de células infectadas (Tenório et al ., 2005). No entanto, na presença 

desses derivados por 48h, drásticas alterações na célula hospedeira foram 

observadas. Esses resultados se devem provavelmente a diferente afinidade 

com que os compostos se ligam à enzima RNR. 

Além disso, estudos utilizando a forma hormonal da vitamina D (1,25-

Dihidroxivitamina D3), que possui também atividade anti-proliferativa, entre 

outras, revelam que, sua aplicabilidade induz apoptose e aumenta a 

susceptibilidade à toxoplasmose em tratamento “in vivo” (Rajapakse et al ., 

2005). No entanto, nossos estudos com os novos isolados de 

Tiosemicarbazonas, não foram ainda avaliados sob esse ponto de vista.  

Em adição, a utilização de compostos, como “jasplakinolide”, 

“Calphostin”, “Genistein” e “Wortmanin” que afetam respectivamente os 

filamentos de actina, fosfolipase C, tirosinoquinases e fosfatidilinositol-3-

quinase, no processo de interação de taquizoítos de T. gondii com célula 

polimorfonuclear, promoveu redução na proporção da infecção da célula 

hospedeira pelo parasita, através de uma significativa inibição da 

internalização do parasita (MacLarem & De Souza, 2004). Porém, nossos 

estudos evidenciam somente o padrão de desenvolvimento intracelular do T. 

gondii na presença dos novos derivados e não de seu comportamento 

invasivo.         

Diante dos resultados apresentados, constatamos que a presença dos 

compostos recém sintetizados de Tiosemicarbazonas e seus derivados 

Tiazolidinônicos alteraram drasticamente a morfologia, ultraestrutura e 
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multiplicação dos taquizoítos de T. gondii, promovendo sua destruição e 

eliminação da célula hospedeira na cultura. Tal efeito proporcionou também, 

uma acentuada redução no número de parasitas normais e nas células 

infectadas, estas por sua vez, quando presentes possuíam a maioria dos seus 

vacúolos com parasitas destruídos, estes por sua vez, não recuperaram sua 

capacidade de desenvolvimento e multiplicação, devido provavelmente a 

inativação da enzima RR pela alta afinidade de ligação desses compostos.  
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6-  CONCLUSÕES 

 

• A análise da ação biológica dos compostos (citotoxidade) revelou o 

coeficiente de inibição (IC50) dos compostos e a concentração padrão de 1,5 

mM  para todos os compostos analisados. 

 

• Dados quantitativos revelaram que na presença de todos os 

compostos das duas séries houve decréscimo do número de células infectadas 

e do número de parasitas após o tratamento em todos os tempos de 

incubação, porém essa diminuição foi bem maior no tempo de 24h. O número 

de vacúolos com parasitas alterados ou em processo de destruição foi maior 

no tratamento de 12h, devido ao maior número de células infectadas. 

 

• Após o tratamento, com os compostos de ambas as séries em todos 

os tempos de incubação, houve alterações na morfologia e ultraestrutura dos 

taquizoítos intracelulares, sendo tais alterações, mais drásticas no tempo de 

24h de tratamento. Os parasitas perderam o aspecto normal de meia-lua e 

passaram apresentar formato arredondado e semelhante a inclusões 

citoplasmáticas. 

 

• O tratamento por 48h, causou drásticas alterações nas células 

hospedeiras e praticamente eliminação dos parasitas da cultura. No entanto, 

nos outros tempos de incubação a célula hospedeira pareceu inalterada 

morfologicamente. 

 

  • A análise da reversibilidade revelou que na ausência do derivado de 

Tiosemicarbazona, não houve estabelecimento da infecção pelos parasitas 

que foram tratados por 24h. Porém, na ausência do derivado Tiazolidinônico, 

os parasitas (também tratados por 24h) foram capazes de estabelecer nova 

infecção. 
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• A análise ultraestrutural confirmou as alterações nos parasitas 

apresentadas pela análise morfológica. Além disso, na presença do derivado 

Tiazolidinônico, foi possível observar alterações também na célula hospedeira, 

como vacuolizações citoplasmáticas e alterações na distribuição das organelas 

celulares. 
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