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RESUMO 

 

As Leishmanioses são doenças negligenciadas. O tratamento dos pacientes é a principal 

medida de controle, porém a quimioterapia das Leishmanioses apresenta dificuldades 

incluindo: toxicidade dos medicamentos disponíveis, via de administração parenteral e 

resistência natural de algumas cepas. O método de teste de drogas clássico in vitro baseado na 

contgem microscópica de macrófagos infectados apresenta limitações por ser laborioso, não 

automatizado e sujeito a variações do observador. Deste modo, a busca por novos métodos de 

triagem de drogas faz-se necessário. O estabelecimento de métodos semi-automatizados 

contribuiria para aumentar a eficiência da busca de novas drogas contra Leishmania. Neste 

trabalho, a cepa de Leishmania amazonensis (PH8) foi transfectada com a proteína vermelha 

fluorescente (RFP). Os parasitos transfectados foram avaliados segundo parâmetros celulares 

e de susceptibilidade aos fármacos leishmanicidas tradicionais e derivados do propranolol. Os 

parasitos selvagens (WT) e transfectados (RFP) foram analisados pela Citometria de Fluxo e 

Microscopia de Fluorescência sendo facilmente discriminados por estas técnicas. Em geral, 

não foram observadas diferenças na susceptibilidade entre as cepas WT e RFP frente às 

moléculas testadas. Os parasitos RFPs foram submetidos ao teste de drogas com posterior 

leitura no fluorímetro para a padronização do método fluorimétrico. O método fluorimétrico 

se mostrou bastante reprodutível em relação ao método clássico. Entretanto, durante a 

padronização do método, mudanças na concentração das drogas foram necessárias bem como 

a determinação de um ponto de corte nos valores de IC50. Este trabalho também avaliou a 

atividade leishmanicida dos derivados das poliaminas e complexos metálicos de lapachol 

utilizando-se o método clássico. Não só os derivados do propranolol, mas também os das 

poliaminas e lapachol se mostraram tóxicos para células de Hepatoma humano (HepG2). Este 

trabalho possibilitou pela primeira vez a utilização de parasitos RFPs como modelo de um 

teste de drogas semi-automatizado. 
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ABSTRACT 

 

The leishmaniasis are neglected diseases. Patient treatment is the main control measure, 

however leishmanisasis chemotherapy faces several problems including: drug toxicity, the 

administration rout and natural drug resistance. Also, the classical in vitro drug testing 

method, which is based on microscopically counting the number of infected macrophages is 

rather limited, laborious cannot be automated and is subjected to variations due to observer. 

For this reason, the search for new methods and establishment of semi-automated methos id 

necessary to improve the efficiency of new drugs discovery. In this present work, Leishmania 

amazonensis strain PH8 was transfected with the red fluorescent protein (RFP). Transfected 

parasites were evaluated for their cellular parameters and susceptibility against traditional 

drugs and novel propranolol derivates. Wild type (WT) and transfected (RFP) parasites were 

analyzed by flow citometry and fluorescent microscopy. Overall we did not observe any 

difference in drug susceptibility between WT and RFP parasites. RFP parasite were then 

submitted drug susceptibility test and analyzed by fluorimeter. The fluorimetric method 

showed a comparable reproducibility to the standard method. However, during 

experimentation, some adjustments on drug concentrations were necessary to determine IC50 

threshold values. Additionally, in this work, we evaluated the activity of polyamine derivates 

and (metalic lapachol complexes) against leishmania by the classical method. Propranolol 

derivates, polymaine and metalic lapachol complexes were shown to be citotoxic as shown by 

HepG2 cell cultures. This work was the first to show the use of RFP parasites as a model for 

drug screening in a semi-automated method. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

1.1 As Leishmanioses 

 

As Leishmanioses são doenças infecciosas, não contagiosas, causadas por protozoários 

do gênero Leishmania (Ross, 1903) (Trypanosomatidae: Kinetoplastida) (Gontijo & 

Carvalho, 2003). Elas podem ser transmitidas ao homem através da picada de fêmeas de 

flebotomíneos infectadas (Killick-Kendrick, 1990). Esses protozoários são organismos 

unicelulares flagelados, cuja característica principal é a presença do cinetoplasto, uma 

organela junto à base do flagelo que contém sequências repetidas de DNA (kDNA) (Balaña-

Fouce et al., 1998). As Leishmanias apresentam-se sob duas formas morfológicas principais: 

a promastigota (Figura 1A), que apresenta flagelo, é móvel e está presente nos insetos vetores 

e a amastigota (Figura 1B), que não apresenta flagelo, é imóvel e é encontrada nos 

macrófagos do hospedeiro vertebrado.  

 

Figura 1: Tipos morfológicos principais encontrados no ciclo evolutivo da Leishmania 

A) Forma Promastigota e B) Forma Amastigota. 

 

As Leishmanioses são classificadas como doenças negligenciadas que impactam a 

saúde pública e a economia dos países em desenvolvimento (Desjeux, 2004; Nussbaum et al., 

2010). A população mais afetada por essas doenças vive em áreas remotas, rurais, periferias 

urbanas e zonas de conflito (Yamey & Torreele, 2002). Nas últimas décadas, elas têm se 

estabelecido nas áreas urbanas e peri-urbanas das grandes cidades, através da adaptação de 

seus vetores e reservatórios a estes ambientes (Ashford, 2000). 
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As Leishmanioses possuem ampla distribuição mundial. Estima-se que a doença afete 

12 milhões de pessoas e que cerca de 350 milhões vivem em áreas de risco tanto no Novo 

quanto no Velho Mundo. É dividida em duas formas: a Leishmaniose Tegumentar (LT) e 

Leishmaniose Visceral (LV). A incidência anual é de aproximadamente 2 milhões de casos, 

dos quais 500.000 desenvolvem a forma visceral e 1,5 milhão a forma tegumentar (Alvar et 

al., 2012; Desjeux, 2004; Murray et al., 2005; Nussbaum et al., 2010; WHO, 2011). 

 

1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana 

 

As LTA têm ampla distribuição mundial e são responsáveis por 70-75% dos casos nos 

países: Afeganistão, Algéria, Colombia, Costa Rica, Brazil, Etiópia, Irã, Siria, Peru e Sudão 

Norte (Alvar et al., 2012). No continente americano há registro de casos desde o sul dos 

Estados Unidos ao norte da Argentina, com exceção do Chile e Uruguai (Figura 2A). No 

Brasil, foram registrados cerca de 15.731 casos no ano de 2011 pelo Sistema de Informação 

de agravos de Notificação da Sistema de Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde 

(SINAN/SVS/MS). O coeficiente de incidência foi de 11,1 casos/100.000 habitantes. A região 

Norte apresenta o maior coeficiente (53,5 casos/100.000 habitantes), seguida das regiões 

Centro-Oeste (16 casos/100.000 habitantes) e Nordeste (14,9 casos/100.000 habitantes) 

(Brasil, 2012; SUS, 2012 a). 

 

Figura 2: Distribuição Geográfica das Leishmanioses no Novo Mundo. 

A) Leishmanioses Cutânea e Mucocutânea. B) Leishmaniose Visceral.  

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é caracterizada pelo 

comprometimento dérmico de caráter polimórfico e espectral da pele e mucosa manifestando 
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diferentes formas clínicas descritas a seguir: a Leishmaniose Cutânea (LC) e a Leishmaniose 

Cutâneo-Mucosa (LCM). Outros tipos de manifestação de importância são: a forma 

disseminada e a forma difusa (Herwaldt, 1999; Ministério da Saúde, 2006a).  

A Leishmaniose Cutânea clássica (LC) apresenta úlcera típica indolor e costuma 

localizar-se em áreas expostas da pele, com formato arredondado ou ovalado. A Leishmaniose 

Cutânea mucosa (LCM) representa 3 a 5% dos casos de LC que progredirão para a lesão 

mucosa. Geralmente, a lesão é indolor e destrutiva inicia no septo nasal anterior, que é 

cartilaginoso e de fácil visualização. A forma clássica de LCM é secundária à lesão cutânea. 

Acredita-se que a disseminação metastática ocorra por via hematogênica ou linfática. 

Normalmente, surge após a cura clínica da LC. Tem início insidioso e pouca sintomatologia, a 

lesão pode curar com ou sem tratamento. Pacientes com lesões cutâneas múltiplas, lesões 

extensas e com mais de um ano de evolução, localizadas acima da cintura, são o grupo com 

maior risco de desenvolver metástases para a mucosa. Acomete com mais frequência o sexo 

masculino e faixas etárias mais altas do que a LC. As lesões de pele, próximas aos orifícios 

naturais, também podem, por contiguidade, invadir as mucosas. Cerca de 15% dos casos 

também ocorrem sem lesão primária da pele. Em 1% dos casos de forma mucosa, a 

manifestação pode ser só na laringe. As evidências sugerem que, entre os pacientes com LC 

que evoluem para LCM, 90% o fazem nos primeiros 10 anos. Desses, 50% ocorrem nos 

primeiros 2 anos após a cicatrização das lesões cutâneas. O agente etiológico causador da 

LCM, no Brasil, é a L. (V.) braziliensis, entretanto já foram citados casos na literatura 

atribuídos a L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis (Ministério da Saúde, 2007; Herwaldt, 

1999). 

A Leishmaniose Difusa é rara, porém grave e desencadeada por infecções causadas 

por L. (L.) amazonensis. Ocorre em pacientes com anergia e deficiência específica na resposta 

imune celular a antígenos de Leishmania. Inicia-se de maneira insidiosa, com lesão única e 

má resposta ao tratamento, evolui de forma lenta, com formação de placas e múltiplas 

nodulações não ulceradas recobrindo grandes extensões cutâneas. Cerca de 350 casos foram 

descritos na literatura mundial (Barral et al., 1995; Castes et al., 1983; Convit et al., 1972; 

Costa, 1995; Okelo et al., 1991; Ministério da Saúde, 2006a).  

A Leishmaniose Disseminada é caracterizada pelo aparecimento de múltiplas lesões 

papulares e de aparência acneiforme, que acometem vários segmentos corporais, 

principalmente a face e o tronco. A L. (V.) braziliensis e a L. (L.) amazonensis são as duas 

espécies reconhecidas como causadoras deste tipo de manifestação. A forma disseminada é 

relativamente rara que pode ser observada em até 2% dos casos. O número de lesões pode 

alcançar centenas. Posteriormente ao desenvolvimento das lesões primárias, acontece um 
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fenômeno de disseminação do parasito por via hemática ou via linfática que se estabelece em 

poucos dias, causando lesões distantes do local da picada. Outros aspectos a serem destacados 

nessa forma clínica são: o acometimento mucoso concomitante, que tem sido observado em 

até 30% dos pacientes, e as manifestações sistêmicas, como febre, mal-estar geral, dores 

musculares, emagrecimento, anorexia, entre outros. A resposta ao tratamento específico 

apresenta resultados satisfatórios com o uso de antimoniato de meglumina, embora a maioria 

dos pacientes requeira uma ou mais séries adicionais de tratamento para alcançar a cura 

clínica (Ministério da Saúde, 2007). 

No Brasil, já foram identificadas 7 espécies de Leishmania dermotrópicas causadoras 

da LTA, sendo 6 delas do subgênero Viannia e 1 do subgênero Leishmania. As 3 principais 

espécies são: 

 Leishmania (Leishmania) amazonensis causa úlceras cutâneas localizadas e, 

ocasionalmente, alguns indivíduos podem desenvolver a Leishmaniose Difusa (Gontijo & 

Carvalho, 2003). A forma cutânea clássica apresenta distribuíção pelas florestas primárias e 

secundárias da Amazônia legal (Amazonas, Pará, Rondônia, Tocantins e Maranhão). Sua 

presença amplia-se para o Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e São Paulo), Centro-

oeste (Goiás) e Sul (Paraná). Evidências indicam que roedores silvestres do gênero 

Proechymis e Oryzomys seriam os reservatórios desta espécie. Os flebotomíneos vetores são 

Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia reducta e Lutzomyia olmeca nociva (Amazonas e 

Rondônia) (Silveira et al., 1997). Estas espécies são pouco antropofílicas, o que justifica uma 

menor frequência de infecção humana, estando associada com atividades ocupacionais ligadas 

à mata. Seu principal vetor, L. flaviscutellata, apresenta ampla distribuição geográfica, sendo 

encontrado em diferentes habitats de países fronteiriços ao Brasil e nos estados onde estão 

ocorrendo os casos da doença, principalmente em regiões de matas úmidas em densidades 

elevadas (Lainson, 1997).  

 Leishmania (Viannia) braziliensis foi à primeira espécie de Leishmania 

descrita e incriminada como agente etiológico da LTA. É a mais importante, não só no Brasil, 

mas em toda a América Latina. Tem ampla distribuição, desde a América Central até o norte 

da Argentina. Esta espécie está amplamente distribuída em todo país (SUS, 2012a). É 

caracterizada por úlcera cutânea, única ou múltipla, e cerca de 3-5% dos casos podem evoluir 

para a principal complicação que é a metástase por via hematogênica, para as mucosas da 

nasofaringe, com destruição desses tecidos, por isso é classificada como Leishmaniose Muco-

Cutânea (Bittencourt & Barral, 1991; Ministério da Saúde, 2011; Herwaldt, 1999). A 

frequência desta complicação vem sendo reduzida, provavelmente devido ao diagnóstico e 

tratamento precoces. Muitos aspectos da eco-epidemiologia desta espécie ainda são 
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desconhecidos. Seus reservatórios principais incluem roedores silvestres (Bolomys lasiurus, 

Nectomys squamipes) e sinantrópicos (Rattus rattus). Seus principais vetores incluem 

Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia dependendo da região (Lainson & Shaw, 1978). 

 Leishmania (Viannia) guyanensis causa predominantemente lesões ulceradas 

cutâneas únicas ou múltiplas como consequência de várias picadas ou metástases linfáticas 

(Gontijo & Carvalho, 2003). Aparentemente limitada à Região Norte (Acre, Amapá, Roraima, 

Amazonas e Pará) e estendendo-se pelas Guianas. É encontrada principalmente em florestas 

de terra firme, em áreas que não se alagam no período de chuvas (SUS, 2012 a). É muito raro 

o comprometimento mucoso por esta espécie, atingindo principalmente indivíduos do sexo 

masculino em fase produtiva. É de natureza ocupacional relacionada ao desmatamento, 

penetração em áreas de florestas e exercícios militares. Em áreas endêmicas pode haver 

percentuais expressivos de crianças acometidas pela doença. Esta espécie já foi isolada de 

mamíferos silvestres, tais como a preguiça (Choloepus didactylus), o tamanduá (Tamandua 

tetradactyla) e o gambá (D. albiventris), tendo sido encontrada na pele e vísceras. Embora o 

papel desempenhado por estes animais ainda não tenha sido definido, as evidências 

encontradas indicam que estes seriam os reservatórios. O principal vetor seria Lutzomyia 

umbratilis distribuída nos países fronteiriços ao Brasil e também nos estados do Acre, Amapá, 

Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Roraima e Rondônia (Lainson & Shaw, 1978). 

 

1.3 Leishmaniose Visceral 

 

A Leishmania (L.) infantum (sin. L. (L.) chagasi), é a espécie responsável pela 

Leishmaniose Visceral (LV) no novo mundo. É a forma mais grave da doença porque se não 

tratada pode evoluir para o óbito. Na literatura, também já foi relatada a existência de 

manifestações viscerais causadas por L. (L.) amazonensis (Murray et al., 2005). Estima-se que 

20% dos indivíduos infectados desenvolvem a forma clássica desta manifestação e que a 

grande maioria dos infectados permanecerão assistomáticos pelo resto da vida (Ministério da 

Saúde, 2011). É uma doença crônica, sistêmica, caracterizada inicialmente por febre de longa 

duração, hepatoesplenomegalia discreta, perda de peso, anemia, e se não tratado o paciente 

evolui para hepatoesplenomegalia volumosa, persistência de febre, piora da palidez cutâneo-

mucosa e emagrecimento progressivo (Chappuis et al., 2007). Os fatores que determinam a 

gravidade das manifestações clínicas variam de acordo com o tempo de evolução da doença. 

O período de incubação é em média de três meses. O período final da doença associa-se com 

infecções bacterianas, desnutrição proteico-energética grave, epistaxe, sangramentos cutâneos 
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ou digestivos, sendo as infecções bacterianas responsáveis pela maioria dos óbitos (Ministério 

da Saúde, 2007).  

A LV é considerada endêmica em 62 países, sendo prevalente em Bangladesh, Etiópia, 

Índia, Sudão, Sudão Sul e Brasil. Anualmente acomete cerca de 0,2 a 0,4 milhões de casos no 

mundo (Alvar et al., 2012). No continente Americano é encontrada desde o México até 

Argentina (Figura 2B) e cuja distribuição coincide com a do vetor Lutzomyia longipalpis 

(Grimaldi et al., 1989; Soares & Turco, 2003). Na área urbana, o cão (Canis familiaris) é a 

principal fonte de infecção, enquanto as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e 

gambás (Didelphis albiventris) são os reservatórios silvestres (Sherlock et al., 1984). Cerca de 

90% dos casos de LV ocorrem em áreas rurais e suburbanas economicamente desfavorecidas, 

particularmente no subcontinente da Índia, Leste da África e Américas Central e do Sul, com 

o Brasil contribuindo para maior parte dos casos do Novo Mundo (Alvar et al., 2012).  

A LV era uma doença restrita às áreas rurais principalmente no nordeste brasileiro. 

Porém, nos últimos 20 anos, ela avançou para outras regiões e alcançou grandes centros 

urbanos (Ashford, 2000; Costa et al., 2007; Gontijo & Melo, 2004; Michalsky et al., 2007). 

Esse processo de periurbanização e urbanização da LV para os municípios de médio e grande 

porte, não só no Brasil como em outras partes do mundo resultaram em vários surtos como, 

por exemplo: no Rio de Janeiro (RJ) (Marzochi et al., 2009), Belo Horizonte (MG) (Silva et 

al., 2001), Araçatuba (SP) (Camargo-Neves et al., 2001), Santarém (PA), Corumbá, Teresina 

(PI), Natal (RN), São Luís (MA), Fortaleza (CE), Camaçari (BA) e, mais recentemente, as 

epidemias ocorridas nos municípios de Três Lagoas, Campo Grande e Palmas (TO) (Brasil, 

2011; Gontijo & Melo, 2004). 

No Brasil, no ano de 2011 foram registrados 3.894 casos de LV e incidência de 

2/100.000 habitantes. Atualmente, a LV ocorre em 21 dos 27 estados brasileiros destacando-

se os da região Nordeste, onde ocorrem 47% dos casos notificados. O principal problema da 

LV é a alta letalidade com 262 (6,7%) óbitos ocorridos no último ano (SUS, 2012 b). Um dos 

piores índices de letalidade foi registrado no município de Belo Horizonte. Foram notificados 

37 casos em 2012, e 9 destes progrediram para óbito, o que represultou uma letalidade de 

24% (PBH, 2012).  

 

1.4  Controle das Leishmanioses 

 

O controle das Leishmanioses é bastante complexo em função da diversidade de 

agentes, reservatórios, vetores e situação epidemiológica, aliadas ao conhecimento 

insuficiente sobre vários destes aspectos (Ministério da Saúde, 2006a, 2007). Outros fatores 
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importantes incluem: modificações ambientais ocorridas nas últimas décadas, adaptação dos 

vetores e reservatórios aos ambientes modificados pelo homem (Gontijo & Carvalho, 2003; 

Gontijo & Melo, 2004), ausência de uma vacina eficaz (Fernandes et al., 2008), aos 

medicamentos utilizados no tratamento serem tóxicos (Ouellette et al., 2004) e o surgimento 

de cepas resistentes ao tratamento como por exemplo: L. (L.) amazonensis (Agnew et al., 

2001); (do Monte-Neto et al., 2011), L. (V.) braziliensis (Souza et al., 2010), L. (L.) infantum 

(sin, L. (L.) chagasi) (Inocencio da Luz et al., 2011; Sereno et al., 2001), L. (L.) donovani 

(Kumar et al., 2009). Desta forma, as medidas de prevenção e de controle estão diretamente 

relacionadas ao diagnóstico precoce e tratamento adequado dos pacientes, bem como a 

redução do contato homem-vetor, com medidas de proteção individual, controle de 

reservatórios e aplicação de inseticida, quando indicados (Alvar et al., 2012; Marzochi & 

Marzochi, 1997). 

De acordo com a literatura sabe-se que a transmissão das Leishmanioses é mantida em 

um complexo sistema biológico que envolve o reservatório animal, o parasito, o vetor 

flebotomíneo e em algumas situações o hospedeiro humano. Portanto, medidas integradas de 

controle dos vetores e dos reservatórios bem como tratamento dos casos devem ser adaptadas 

a cada contexto (WHO, 2010). Por exemplo, as LCs geralmente são transmitidas no ambiente 

silvestre quando o homem entra na mata para trabalhar. Neste caso a aplicação de inseticidas 

torna-se inviável sendo a proteção individual mais adequada com o uso de repelentes (Gontijo 

& Carvalho, 2003; Marzochi & Marzochi, 1997). Já para a LV, que tem aumentado nas 

grandes cidades, a borrifação tanto do intra como do peridomicílio é necessária 

principalmente nos canis e galinheiros, que são ambientes propícios à proliferação do vetor 

(Gontijo & Melo, 2004). Outra medida aplicável, a de eliminação do reservatório doméstico 

(cão), resulta em desconforto afetivo para as famílias. Esta medida é necessária devido ao fato 

do animal não responder ao tratamento convencional e ainda, pode tornar-se um foco de 

transmissão importante. Mesmo com estas medidas a expansão das Leishmanioses, 

principalmente nas grandes cidades, têm tornado discutível a medida de sacrifício dos cães 

(Dietze et al., 1997). 

Outra medida de controle seria através da administração de vacinas. As vacinas 

humanas de primeira geração foram desenvolvidas a partir de parasitos mortos ou extratos. 

Inúmeras tentativas para desenvolver tal vacina foram feitas no Brasil, Colômbia, Equador, 

Venezuela e República Islâmica do Irã contra Leishmaniose cutânea e no Sudão contra 

Leishmaniose visceral. Três candidatos foram testados: vacina de L. (L) amazonensis baseada 

em derivados de uma versão anterior cinco valente conhecida como vacina Mayrink e depois 

de parasito único de L. (L.) mexicana produzidos na Venezuela e administrado como a BCG 
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(vacina Convit) (Kohli et al., 1991) e outra produzida na República do Irã, também 

administrada como BCG (Instituto Razi de Vacina) (Sharifi et al., 1998). Os resultados foram 

inconclusivos ou negativos para profilaxia, mas tem sido promissores para as indicações 

terapêuticas (WHO, 2010). 

A segunda geração de vacinas consiste em proteínas recombinantes e vacinas 

genéticas. Muitos antígenos definidos podem proteger os animais experimentais quando 

usados com adjuvantes, mas até agora apenas uma vacina chamada Leish-111f+MPL-SE 

chegou a ensaios clínicos. Ela está sendo avaliada para a imunoterapia da Leishmaniose 

dérmica pós calazar (PKDL) no Sudão, em ensaios de fases I e II no Peru e em fase de teste I 

na Índia. (Coler et al., 2007; WHO, 2010). 

Com o avanço da biotecnologia novos processos de inovação estão surgindo. Como é 

o caso da produção de parasitos geneticamente modificados que causariam menor infecção ou 

doença mais branda. Eles têm mostrado indução da resposta imune quando desafiados em 

modelos de camundongos. No entanto, é pouco provável que uma vacina profilática esteja 

disponível dentro dos próximos cinco anos para qualquer forma de Leishmaniose. 

Vacinas caninas contra a LV encontram-se em desenvolvimento. No Brasil, 

atualmente existem duas vacinas sendo comercializadas: a Leishmune®, desenvolvida pela 

Universidade Federal do Rio de Janeiro juntamente com o laboratório Fort Dogde Saúde 

Animal (Borja-Cabrera et al., 2002) e a Leishtec®, recentemente desenvolvida por grupo da 

Universidade Federal de Minas Gerais em parceria com a Hertape Calier Saúde Animal 

(Fernandes et al., 2008). Essas duas vacinas foram liberadas apenas pelo Ministério da 

Agricultura após mostrarem uma diminuição promissora da gravidade da doença nos cães. 

Entretanto, o Ministério da Saúde não recomenda o uso para fins de saúde pública, porque 

ainda não foram feitos os estudos conclusivos mostrando os potenciais efeitos na diminuição 

das taxas de transmissão. Os estudos de campo (Fase III e IV) estão em curso para determinar 

a real eficácia destas vacinas (Evans & Kedzierski, 2012). 

Atualmente um agravante para o controle das Leishmanioses são os casos de 

coinfecção HIV-Leishmania. Essa coinfecção é considerada doença emergente de alta 

gravidade em várias regiões do mundo. Ela já foi relatada em 35 países nos continentes: 

Africano, Asiático, Europeu e Sul Americano e pode ocorre tanto na LTA quanto na LV. No 

sul da Europa, 70% dos casos de Leishmaniose em adultos estão associadas ao HIV e 

principalmente em usuários de drogas injetáveis, diferentemente do Brasil que apenas 3,6% 

dos casos apresentam essa associação (Brasil, 2011; Croft & Olliaro, 2011). Nas últimas 

décadas vem sendo observado o aumento do número de casos de coinfecção e ainda é 

esperado seu crescimento contínuo, devido à superposição geográfica das duas infecções, 
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como consequência da urbanização das leishmanioses e da interiorização da infecção por 

HIV. O Brasil surge como o país que mais requer atenção devido ao grande número de casos 

das duas infecções (Jarvis & Lockwood, 2013; Saúde., 2006). 

 

1.5 Fármacos disponíveis para o Tratamento 

 

Diante do que foi descrito até momento, é possível concluir que existem inúmeros 

desafios no controle das Leishmanioses. A ausência, na prática, de uma vacina eficaz e a 

dificuldade em controlar os vetores e reservatórios ainda constitui um problema geral. Desta 

forma, o tratamento dos casos humanos ainda constitui a principal ferramenta no controle 

desta doença. Sabe-se que o arsenal terapêutico para o tratamento das Leishmanioses é 

extremamente limitado e consiste nos antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sódio e 

antimoniato de meglumina), anfotericina B (e suas formulações lipídicas), miltefosina e 

paramomicina (Alvar et al., 2006). Estas drogas têm grandes desvantagens com relação ao 

tempo de tratamento necessário que é longo, a injeção é dolorosa, a toxicidade é grave, pode 

acontecer resistência ao tratamento, é difícil o limite entre a dose eficaz e nefrotóxica, os 

fármacos apresentam instabilidade térmica, custo elevado do tratamento e baixa adesão dos 

pacientes (van Griensven et al., 2010). Na tabela 1 foram listados os principais fármacos 

utilizados no tratamento das Leishmanioses e suas principais características como via de 

administração e custo. Outras substâncias estão em fase de teste como a sitamaquina na fase II 

para administração oral, imiquimod que é um imunomodulador tópico está na fase II e 

antifúngicos azóis (cetoconazol, fluconazol, itraconazol) (Croft et al., 2006b). 
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Tabela 1: Drogas utilizadas no tratamento das Leishmanioses e suas características (Freitas-Junior et al., 2012). 

Droga Via 
administração 

Esquema de tratamento Eficácia* Resistência Toxicidade Custo em 
dólar ($) 

Antimoniais 
pentavalente 

IV, IM, IL 
 

20mg/kg/dia 
30 dias 

35 a 95% dependendo 
da área 

Comum. Na Índia >60% Cardiotoxicidade, 
pancreatite, 

nefrotoxicidade, 
hepatotoxicidade 

50 – 70 

Anfotericina B 
desoxicolato 

IV 1mg/kg/dia 
30 dias 

(máxima 15mg/kg) 

90% Observadas em cepas de 
laboratório 

Nefrotoxicidade ~100 

Anfotericina B 
liposomal 

IV 5-20mg/kg 
4-10 doses 
10-20 dias 

97% Não documentado Tremores e calafrios 
durante a infusão 

280 

Miltefosina Oral 1,5 – 2,5mg/dia 
28 dias 

94-97% 
na Índia 

Observadas em cepas de 
laboratório 

Gastrointestinal, 
nefrotoxicidade, 

hepatotoxicidade, 
teratogênico 

~70 

Paramomicina IM 15mg/kg/dia 
21 dias 

46-85% 
na África depende da 

dose 

Observadas em cepas de 
laboratório 

Nefrotoxicidade, 
ototoxicidade, 

hepatotoxicidade 

~10 

IV - Intravenoso 

IM - Intramuscular 

IL – Intralinfático 

* Cura definitiva em 6 meses 
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1.5.1 Antimoniais Pentavalentes 

 

O antimonial trivalente (SbIII) foi o primeiro agente farmacológico utilizado no 

tratamento da LV, em 1915 na Itália e Índia. Após a década de 40, novas formulações dos 

antimoniais pentavalentes (SbV) foram introduzidos na terapêutica, o que diminuiu o tempo 

de tratamento (Murray et al., 2005). São eles: o estibogluconato de sódio (SGS) (Pentostam®) 

(Figura 6B) e o antimoniato de N-metilmeglucamina (NMG) (Glucantime®Aventis) (Figura 

6A), que continuam em uso até hoje (Soto et al., 2004). Ambos compostos são derivados do 

ácido estibônico no qual está ligado o antimônio ao agrupamento de átomos de carbono, 

oxigênio e glicose. 

No Brasil, a droga de primeira escolha é o Glucantime®, que é de distribuição gratuita 

pelo Sistema Único de Saúde (SUS). O esquema terapêutico é de 20 mg/kg/dia administrado 

por via endovenosa com soro glicosado durante 30 dias. Quando o insucesso terapêutico 

ocorre opta-se pela anfotericina B desoxicolato (AmB). O Glucantime® é administrado por 

via parenteral requerendo atendimento ambulatorial. Ele é rapidamente excretado pelos rins, 

impedindo seu acúmulo a níveis tóxicos (Goodwin & Page, 1943). Embora os antimoniais 

pentavalentes sejam os mais seguros para o tratamento convencional das Leishmanioses, 

efeitos adversos aparecem tais como náuseas, vômitos e convulsões (Costa et al., 2003) 

cardiotoxicidade (Sundar et al., 1998), pancreatite (Shahian & Alborzi, 2009) e 

nefrotoxicidade (Zaghloul & Al-Jasser, 2004), Apesar de sua comprovada eficácia, o período 

de terapia longo e insucessos terapêuticos são observados (Ashutosh et al., 2005). Alguns 

estudos vêm buscando reduzir a toxicidade das drogas com o uso da nanotecnologia através 

do melhoramento da absorção das drogas com sistemas de entrega dos antimoniais (Frezard et 

al., 2009), incluindo formulações baseadas em liposomas (Schettini et al., 2005) e 

formulações baseadas na ciclodextrina para administração oral (Demicheli et al., 2004). 

O mecanismo de ação dos antimoniais ainda não está completamente elucidado. As 

primeiras hipótesis sugeriam que a ação do antimônio seria através da interferência da 

glicólise e β-oxidação dos ácidos graxos nas amastigotas. Consequentemente o efeito anti-

Leishmania é parcial devido ao esgotamento dos níveis intracelulares de ATP (Berman et al., 

1987; Berman et al., 1985). No entanto, essas vias não foram identificadas. Trabalhos mais 

recentes relacionam o mecanismo à interferência no metabolismo da tripanotiona por dois 

mecanismos distintos (Wyllie et al., 2004). O antimônio pentavalente (SbV) que é uma pró-

droga que entra no macrófago e pode agir diretamente sobre a forma amastigota no vacúolo 

ou ser reduzido à forma trivalente (SbIII) no citosol. A entrada de SbV dá-se através de um 

transportador desconhecido, enquanto que a de SbIII faz-se através da aquagliceroforina 
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(AQP1). A redução de SbV a SbIII pode ser catalisada pelas enzimas antimônio redutase 

(ACR2) (Mukhopadhyay et al., 2000) e tiol redutase dependente (TDR1) (Denton et al., 

2004) ou ocorrer quimicamente pela ação de tióis. O SbIII provavelmente interage com 

componentes celulares ou pode ser conjugado com tióis (cisteína, glutationa e tripanotiona), 

porém não se sabe se esta conjugação é enzimática. O metal conjugado com o tiol pode ser 

sequestrado em uma organela pelo transportador ABC MRPA ou ser excretado para fora da 

célula por outro transportador provalmente também ABC. Porém, estes mecanismos variam 

dependendo se a cepa de Leishmania foi naturalmente resistente ou foi obtida por resistência 

induzida (Figura 3A e B). 

 

Figura 3: Esquema dos mecanismos de ação e resistência para o antimônio. A) Mutante 

resistente ao Sb(III) gerado em laboratório. B) Cepa naturalmente resistente ao Sb(V) de 

isolado clínico. A entrada do Sb(V) no parasito ocorre por um transportador desconhecido, 

e Sb(III) através da aquagliceroforina (AQP1). Em A) o nível de tripanotiona (TSH) é 

aumentado devido ao aumento da atividade da ornitina descarboxilase (ODC) e γ-

glutamilcisteína sintetase (γ-GCS), enzimas limitantes para a biosíntese de tiol. A via de 

desintoxicação inclui formação de complexos de Sb(III) com o sequestro de TSH e 

subsequente sequestro via MRPA amplificado e ou por bombas de efluxo desconhecidas. 

Em B) uma menor expressão de ODC levaria a uma menor biossíntese de tiol, inibindo a 

ativação de Sb(V). A diminuição da expressão de AQP1 também restringe a entrada de 

Sb(III) para o parasito. Sb(III) intracelular pode estar envolvida quer por sequestro ou por 

efluxo conjugados Sb(III)-Tiol. Enquanto que nos macrófagos são conjugados com GSH e 

eliminado por transportadores ABC. 
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A resistência observada em Leishmania parece seguir o que já vem sendo descrito para 

outros organismos. Esta resistência deve-se principalmente ao gene conhecido por MDR 

(resistência a múltiplas drogas) que confere resistência a drogas hidrofóbicas através das 

proteínas como a glicoproteína P (P-gp) e proteína multi-droga (MRP). Em Leishmania o 

MRP também confere MDR, embora isso não possa ser revertido por moduladores 

convencionais, a proteína responsável é conhecida como MRP1.  

A existência de efeitos colaterais e o fenômeno de resistência tanto natural quanto 

adquirida (Faraut-Gambarelli et al., 1997; Jackson et al., 1990; Lira et al., 1998) têm-se 

tornado um desafio cada vez maior. Cepas de Leishmania com diversos graus de resistência 

têm sido isoladas no Novo Mundo, sendo que L. (V.) braziliensis frequentemente apresenta 

resistência a tratamentos de curta duração ou em doses baixas (Moreira et al., 1998; Moreira 

et al., 1995). No Velho Mundo, cepas de L. (L.) donovani resistentes ao glucantime têm sido 

isoladas no campo principalmente na Índia (Sundar, 2001). As principais causas para o 

aparecimento desta resistência incluem: uso indiscriminado do glucantime nestas áreas, 

tratamento médico inadequado com doses baixas e descontínuas (Sundar et al., 1994). 

 

1.5.2 Anfotericina B 

 

O Anfotericina B (AmB) (Figura 5D) é um antibiótico polieno produzido por 

diferentes espécies de Streptomyces e inicialmente utilizado no tratamento de infecções 

fúngicas sistêmicas, mas também apresenta atividade contra Leishmania. A anfotericina é 

encontrada sob duas formas: A e B, sendo a B mais ativa e a única usada clinicamente 

(Vandeputte et al., 1956). É um fármaco insolúvel em água e com pH neutro, e a formulação 

licenciada para uso na rotina clínica é uma mistura de anfotericina B com o detergente 

desoxicolato em tampão fosfato promovendo a solubilidade da substância (Brajtburg & 

Bolard, 1996). O Fungizon é o produto produzido e comercializado pela Bristol-Myers 

Squibb. Este fármaco tem induzido altas taxas de cura em pacientes infectados por L. (L.) 

donovani, particularmente quando administradas em crianças e gestantes e nos casos de 

resistência do parasito aos antimoniais (Lira et al., 1998; Singh & Sivakumar, 2004). A 

anfotericina B não sofre acumulação plasmática com a utilização em doses diárias. É uma 

droga extremamente tóxica que exige internação e monitoramento de funções vitais, sendo 

uma terapia de alto custo (Kafetzis et al., 2005). No Brasil, alguns estudos vêm sendo 

realizados para determinar o melhor esquema terapêutico. A dose recomendada é de 0,5 

mg/kg/dia com aumento gradativo até 1 mg/kg/dia conforme a tolerância do paciente. Deve 

ser administrado via endovenosa com soro glicosado em dias alternados respeitando o limite 
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máximo de 50 mg por aplicação até a dose total de 1 a 1,5 g para LC e de 2,5 a 3 g para LMC. 

Os efeitos colaterais apresentados ocorrem principalmente durante a infusão venosa que leva 

de 4 a 6 horas, sendo febre, náusea, vômito, calafrios, hipotensão ou hipertensão, 

comprometimento da função renal e redução dos níveis séricos de potássio (Brajtburg & 

Bolard, 1996). O tempo total de tratamento é de 14-20 dias. 

A atividade leishmanicida da anfotericina B foi demonstrada no final da década de 50, 

quando passou a ser utilizada para o tratamento da Leishmaniose, sendo considerada uma 

alternativa para o tratamento das leishmanioses mucocutânea e visceral. (Saha et al., 1986). 

Atua ligando-se ao ergosterol da membrana celular de fungos e Leishmania (Figura 4A), 

porém, não apresenta afinidade pelo colesterol da membrana plasmática de mamíferos (Singh 

& Sivakumar, 2004). A AmB interage com os ergosteróis de membrana, principalmente o 

ergosta-5,7,24(241)-trieno-3-ol (Figura 4A – seta à direita) induzindo a formação de poros na 

membrana promovendo a vazamento de íons causando a perda da permeabilidade da 

membrana levando a parasito a morte (Roberts et al., 2003). A toxicidade e efeitos colaterais 

observados ocorrem devido a ligação da AmB, em pequenas quantidades, ao colesterol da 

membrana plasmática das células dos mamíferos (Olliaro & Bryceson, 1993). A resistência 

ocorre quando a célula utiliza precursores de ergosterol tais como colesta-5,7,24(241)-trieno-

3b-ol (Figura 4A – seta à esquerda) pelo qual a droga tem pouca afinidade (Mbongo et al., 

1998). 
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Figura 4: Mecanismo de ação e resistência da Anfotericina B (A), 

Miltefosina (B) e Pentamidina (C). Legenda: ATP- adenosina trifosfato, 

ADP- adenosina difosfato.  

 

Com o aparecimento de resistência aos antimoniais pentavalentes, a Anfotericina B se 

tornou a primeira linha de tratamento em muitas regiões como em Bihar na Índia, onde mais 

de 60% dos pacientes com leishmaniose visceral não respondem ao tratamento com Sb(V) 

(Chappuis et al., 2007). Além disso, a Anfotericina B é recomendada para gestantes, casos 

graves de leishmaniose, casos de falha terapêutica ou presença de efeitos adversos intensos 

com o uso de antimoniais e em situações de risco de morte. Estudos para diminuir a 

toxicidade da anfotericina B foram realizados no final da década de 1990 e novas formulações 

lipídicas foram desenvolvidas. Nas novas formulações, o desoxicolato foi substituído por 

outros lipídios: Anfotericina B lipossomal - Ambisome® (Fujisawa, Deerfield, IL/EUA), 

colesterol sulfato de Anfotericina B - Amphotec® (Sequs, MentoPark, CA/EUA) e complexo 

lipídico de Anfotericina B -Albecet (Liposome Co, Princeton, NJ/EUA). Essas formulações 

são bem absorvidas pelo sistema fagocítico mononuclear, sendo pouco absorvido pelo rim, o 

órgão alvo de toxicidade do fármaco. 

A Anfotericina B lipossomal é considerada o melhor fármaco disponível para o 

tratamento da leishmaniose visceral e em muitos países da Europa e Estados Unidos é 

utilizada como a primeira linha de tratamento. No Brasil, o Ministério da Saúde indica o 
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desoxicolato de Anfotericina B como terapia de segunda escolha. É empregado em situações 

de toxicidade ou refratariedade ao tratamento com antimonial, contra-indicação formal ao 

tratamento com antimonial pentavalente, incluindo gestação e em casos de leishmaniose 

visceral grave (Saúde, 2006 b). 

 

Figura 5: Compostos anti-Leishmania. Os antimoniais pentavalentes: o antimoniato de N-

metilglucamina (A) e estibogluconato de sódio (B) vêm sendo usados desde a década de 

1940. A pentamidina (C) é uma diamina aromática utilizada como segunda linha no combate 

a LV. A anfotericina B (D) foi originalmente desenvolvida como composto anti-fúngico e é 

usado no combate a LV por mais de 20 anos. Um análogo éter-lipídico sintético, a 

miltefosina (E) é uma droga anti-Leishmania com administração oral. A paromomicina (F) é 

um antibiótioco aminoglicosídeo e é usado tanto na LV quanto LC.  

 

1.5.3 Miltefosina (hexadecilfosfocolina) 

 

A OMS vem investindo na busca de novos fármacos à partir de moléculas já 

existentes. Isto resultou na identificação da primeira droga oral contra Leishmania, a 

miltefosina (Figura 5E). A busca por medicamentos eficazes com administração via oral é o 

principal objetivo nas pesquisas de medicamentos contra as Leishmanioses. Este é o principal 

benefício que a miltefosina (Impavido) agregou ao tratamento da doença desde a descoberta 
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dos antimoniais na década de 40 (Ouellette et al., 2004). A miltefosina é uma 

alquilfosfocolina originalmente desenvolvida como uma droga anti-tumoral. Ela possui um 

tempo de meia-vida longo (150 h) e potencial teratogênico o que ainda exige cuidado em sua 

administração (Lira et al., 2001; Urbina, 2006). Os níveis plasmáticos deste fármaco podem 

permanecer constantes após 26 dias de administração contínua (Berman et al., 2006). Em 

baixas doses atua sobre os parasitos, mostrando atividade contra L. (L.) donovani in vitro 

(Croft et al., 1987) e in vivo (Croft et al., 1996). Um ensaio recente de Fase III mostrou que 

esta droga foi ativa contra a LV na Índia (Sundar et al., 2002). Porém, a mesma tem 

demonstrado baixa eficácia in vitro e in vivo contra espécies do Novo Mundo (Morais-

Teixeira et al., 2011). Devido ao seu uso recente, ainda não se sabe até que ponto o uso desta 

droga em larga escala pode levar ao desenvolvimento de resistência, sendo necessários mais 

estudos para determinar seu potencial terapêutico (Ganguly et al., 2001; Sundar, 2001). 

O mecanismo de ação ainda não foi completamente elucidado, mas em células 

tumorais ela induz apoptose e altera as vias de sinalização celular mediada por lipídios 

(Arthur & Bittman, 1998). Um estudo demonstrou a indução de apoptose celular em 

promastigotas de L. (L.) donovani (Verma & Dey, 2004) e L. (L.) amazonensis (Marinho et 

al., 2011) Em outros estudos é sugerido que a miltefosina apresenta propriedades 

imunomoduladoras (Eue et al., 1995; Hochhuth et al., 1992; Vehmeyer et al., 1991). Outra 

hipótese seria a atuação sobre o metabolismo de lipídios alquil e na biossíntese de fosfolípides 

(Figura 4B) (Lux et al., 2000). Esta droga seria captada pela célula através de uma ATPase 

aminofosfolipídica do tipo P, sendo que mutações pontuais neste transportador levariam a um 

decréscimo no acúmulo da droga dentro da célula e a um mecanismo de resistência (Perez-

Victoria et al., 2003). Estudos em laboratório indicam que seus prováveis mecanismos de 

resistência incluiriam: permeabilidade diferencial da membrana plasmática à droga, 

diminuição de sua captação, aumento do seu metabolismo e do seu efluxo (Figura 4B). Em 

Leishmania resistente ao agente antitumoral daunomicina foi observada a superexpressão do 

gene da glicoproteína P (MDR1), que são transportadores do tipo ABC envolvidos na multi 

resistência a drogas em células tumorais (Perez-Victoria et al., 2001). 

Mesmo sendo promissora, a miltefosina também apresenta efeitos colaterais incluindo 

vômitos, diarréia (Kaminsky, 2002) e aumento dos níveis séricos de transaminase, uréia e 

creatinina (Fischer et al., 2001). Em L. (L.) donovani também foi demonstrada resistência 

induzida ao fármaco em linhagens de promastigotas in vitro (Seifert et al., 2003). Contudo, 

até o momento, a maior limitação do uso da miltefosina é o uso em pacientes do sexo 

feminino em idade fértil uma vez que este fármaco apresentou efeitos teratogênicos em 

animais (Kaminsky, 2002). 
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Tabela 2: Outras drogas utilizadas no tratamento 

Substância Nome comercial ou princípio Tipo de atuação Efeito Referências 

Pentamidina Lomidina® diamidinas aromáticas 

(Figura 5C) 

O mecanismo de ação desse composto (Figura 4C) atue 

no DNA do cinetoplasto inibindo suas funções 

bloqueando a topoisomerase mitocondrial. Outra 

hipótese, diz respeito à interferência de diamidinas 

aromáticas sobre sistemas de transporte poliamínicos, 

biomoléculas de importância em vários processos 

bioquímicos da fisiologia celular  

A alta toxicidade desta droga, com relatos de 

morte súbita, é um fator limitante de seu 

emprego terapêutico. 

(Singh & Sivakumar, 

2004) 

Paromomicina Um antibiótico aminoglicosídeo, 

também chamado aminosidina (Figura 

5F) 

Inibição da síntese de proteínas relacionadas às sub-

unidades do RNA ribossomal (rRNA) 

Ainda é desconhecida sua eficácia sobre os 

parasitos, mas a combinação paromocinina e 

estibogluconato de sódio elevou a taxa de cura 

acima de 82% 

(Maarouf et al., 1997) 

Azitromicina É um antibiótico azalídeo 

bacteriostático da família dos 

macrolídeos 

Interferem com a síntese de proteínas pela ligação à 

subunidade ribosomal 50S de organismos susceptíveis 

Essa atividade foi inferior à do antimoniato de 

meglumina para o controle da lesão e ambos os 

fármacos (azitromicina e antimoniato de 

meglumina) não promoveram a esterilização 

dos parasitos da lesão 

(Sinagra et al., 2007) 

Alopurinol análogo da hipoxantina, inibe o 

catabolismo das purinas em mamíferos 

através do bloqueio da enzima 

hipoxantina-guanina fosforibosil 

transferase (HGPT) e o anabolismo em 

patógenos do gênero Leishmania 

é um substrato para enzimas da via das purinas e 

incorpora-se ao ácido nucléico do parasito. Inibe a 

xantina oxidase e a produção de reativos do oxigênio 

úteis na eliminação dos parasitos 

embora seja pouco eficaz como terapia isolada, 

quando utilizado em combinação com outras 

drogas aumenta a eficácia do tratamento 

(Sampaio & Marsden, 

1997) 

Compostos azóis cetaconazol, triazol, itraconazol, 

fluconazol e alilaminas (terbinafina) 

bloqueio da síntese do ergosterol mediada pela 

citocromo P450 oxidase  

Contudo, nenhum desse azoles foi considerado 

mais efetivo que a terapia com o antimonito de 

N-metilglumina 

(Alrajhi et al., 2002; 

Croft & Yardley, 2002) 
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1.6 Descoberta de novas drogas anti-Leishmania 

 

O uso empírico de plantas medicinais pela população tem demonstrado que caule, 

raízes, folhas, sementes e frutos de plantas apresentam eficácia na cura para diversos males, 

suscitando assim grande interesse no estudo científico. Nos últimos anos, as plantas tornaram-

se uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos, 25% dos medicamentos 

do mercado farmacêutico possuem extratos em sua composição, alguns dos quais têm sido 

usados como matéria-prima de fármacos semi-sintético (Rossi-Bergmann et al., 1997). 

A observação das propriedades terapêuticas de produtos naturais tem levado à 

pesquisa dos compostos ativos de várias espécies vegetais, metabólitos secundários tais como 

alcalóides, terpenóides, flavonóides considerados no passado como inativos, são ferramentas 

importantes no tratamento e investigação clínica. Compostos que estimulam o sistema imune 

são úteis quando usados como adjuvantes no tratamento de certas doenças causadas por 

fungos, bactérias e protozoários, como na leishmaniose. Neste caso, estudos químicos e 

imunofarmacológicos tem sido realizado com intuito de encontrar novos compostos menos 

tóxicos, economicamente mais viáveis de efeito específico e que reverta à resistência do 

parasito aos fármacos (Rossi-Bergmann et al., 1997). 

Os avanços na bioinformática, associados ao sequenciamento do genoma dos 

parasitos, permitem identificar novas moléculas e vias bioquímicas e distinguir diferenças 

moleculares entre parasito e hospedeiro (Croft, 1997; Davis et al., 2004).  

Um dos grandes problemas para o desenvolvimento de novos fármacos ocorre no 

momento da interpretação das diferenças e identificação do alvo que se tornará válido para a 

ação do fármaco. Por exemplo, os estudos têm buscado fármacos de ação antiparasitária que 

possam se acumular no interior das células. Além disso, deve ser dada atenção às 

características físico-químicas do fármaco, pois são estas que irão interferir diretamente na 

sua biodisponibilidade (Croft, 1997). 

Na procura por drogas contra Leishmania, compostos que foram testados com sucesso 

contra outros protozoários podem propiciar uma atividade leishmanicida. Este é o caso da 

buparvaquona, uma hidroxinaftoquinona que é comumente utilizada no tratamento contra a 

Theileria em bovinos (Garnier et al., 2007). Esta molécula apresentou uma atividade 

leishmanicida marcante quando aplicada topicamente nas lesões cutâneas e também quando 

administrada parenteralmente para controlar a forma visceral. Outra classe de compostos 

recentes os cis-DDP (ou cisplatina), com atividade antitumoral, foram recentemente testados 

contra L. (L.) infantum apresentando atividade tanto contra formas promastigotas quanto 

amastigotas por mecanismo semelhante a apoptose (Tavares et al., 2007). Similarmente, (Sen 
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et al., 2007) utilizando o antimalárico artemisinina também observaram o desencadeamento 

de apoptose em L. (L.) donovani. Estes trabalhos demonstram a importância atual da procura 

de drogas anti-Leishmania a partir de fármacos já existentes. 

Neste trabalho, dentro da busca de novos fármacos, pretendemos testar moléculas 

derivadas do propranolol que apresentaram atividade prévia contra T. cruzi (Croft, 1988). As 

drogas sintéticas catiônicas, os bloqueadores -adrenérgicos, como por exemplo, pindolol, 

acebutalol, alprenolol e o propranolol que apresentam a cadeia oxipropanolamínica, 

mostraram atividade contra formas tripomastigotas do T. cruzi (Hammond et al., 1984). O β-

bloqueador adrenérgico propranolol apresentou atividade esterilizante in vitro contra as 

formas tripomastigotas das cepas Peru, Sonya e Y do T. cruzi e foi escolhido como protótipo 

para obtenção dos derivados.  

Outras moléculas que foram testadas neste trabalho incluem os compostos análogos da 

diamina, também denominadas de poliaminas. Nas últimas décadas, análogos das poliaminas 

ou conjugadas tem mostrado grande interesse nas mais diferentes áreas da pesquisa 

(Karigiannis & Papaoiannou, 2000). As poliaminas como a putrescina 1, espermidina 2 e 

espermina 3 tem sido encontradas em altos níveis em Leishmania por serem essenciais para o 

crescimento celular e diferenciação entre as células eucarioticas e procarioticas (Vannier-

Santos et al., 2008). Em geral, as poliaminas apresentam as propriedades anti-inflamatória e 

antioxidante (Lagishetty & Naik, 2008). Alguns estudos indicam que o mecanismo de ação da 

espermina pode incluir a inibição do citocromo C, inibição do Fe III/xantina oxidase e 

inibição da polimerização do ácido hialurônico por indução de Fe II (Lovaas & Carlin, 1991). 

Tem sido sugerido que as poliaminas exercem pelo menos 2 diferentes mecanismos anti-

inflamatório: o primeiro é mediado pela síntese da proteína vasoregulina (Oyanagui, 1984) e a 

segunda pela ação direta sobre leucócitos com modulação do processo imune cálcio-

dependente (Theoharides, 1980). Além disso, em Leishmania, a via do metabolismo das 

poliaminas podem aumentar as chances de maior seletividade em células mamíferas, 

tornando-se uma grande preocupação em relação ao abandono do tratamento pelo paciente 

que pode ocorrer em função dos efeitos colaterais grave (Croft et al., 2006a).  

Além destes compostos, foram também testados os complexos metálicos do Lapachol. 

O Lapachol, [2-hidroxi-3-(3'-metil-2-butenil) -1,4-naftoquinona], é produto natural obtido a 

partir do cerne de diversas árvores da família Bignoniaceae. Esta naftoquinona natural é 

conhecida desde 1858, e é facilmente extraída da serragem da madeira de espécies desses 

ipês. Apesar de ainda não ser um fármaco é uma substância importante, pois existe um grande 

número de estudos que demostraram sua atividade contra vários microorganismos como 
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bactérias (Nagata et al., 1998), Plasmodium (de Andrade-Neto et al., 2004), T. cruzi (Pinto et 

al., 2000), Leishmania  (Lima et al., 2004) e células tumorais (Eyong et al., 2008).  

Complexos metálicos de bismuto e antimônio têm sido utilizados no tratamento de 

Helicobacter pylori e Leishmania respectivamente. Assim como complexo com estanho 

também foi utilizado em testes contra L. (L.) donovani (Murray et al., 2005; Raychaudhury et 

al., 2005). Esta abordagem de complexação de metais tem sido utilizada no intuito de 

melhorar a ação farmacológica e reduzir seus efeitos colaterais. Neste trabalho também foi 

realizada a complexação de metais como o antimônio, bismuto e estanho ao lapachol.  

 

1.7 Teste Microscópico Clássico 

 

Vários ensaios são realizados para a avaliação da susceptibilidade de formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania spp a fármacos. Porém, nem sempre ocorre 

correlação na susceptibilidade in vitro e in vivo para estas duas formas (Croft et al., 2006a). 

Alguns trabalhos questionam a utilização das promastigotas e amastigotas axênicas como 

modelos de teste de droga, uma vez que as mesmas não representam as condições enfrentadas 

pelo parasito no hospedeiro vertebrado (Gupta, 2011). Experimentos realizados com 

amastigotas intracelulares se correlacionam melhor com a resposta in vivo (Fumarola et al., 

2004) e por esta razão foram adotados neste projeto. No caso de Leishmania, existe um 

método clássico não automatizado, muito laborioso e já utilizado há muitos anos. Ele consiste 

na avaliação do crescimento intracelular das amastigotas em macrófagos após a exposição às 

drogas. Estes macrófagos podem ser tanto obtidos da cavidade peritoneal de camundongos ou 

oriundos de linhagens celulares contínuas. Posteriormente, eles são infectados com o parasito 

antes da exposição às drogas teste. A atividade é medida através da contagem da porcentagem 

de células infectadas e do número de amastigotas por 50-300 macrófagos (Berman & Lee, 

1984; Morais-Teixeira et al., 2008; Neal & Croft, 1984; Sereno et al., 2005). Este método 

envolve a contagem de um grande número de células e exige um profissional bem treinado. 

Entretanto, a variação individual do experimento poderia ser minimizada com o 

desenvolvimento de métodos semi-automatizados. 

Em malária, também existe um teste tradicional que se baseia na contagem de 

eritrócitos contendo o Plasmodium falciparum (Rieckmann et al., 1978). Este método foi 

semi-automatizado utilizando um marcador radioativo, a hipoxantina tritiada. Este precursor 

de ácido nucléico incorpora-se no DNA dos trofozoítos, uma vez que estes parasitos 

encontram-se em hemácias que não possuem núcleo (Desjardins et al., 1979). Este teste é 

bastante eficaz e têm auxiliado a triagem inicial de várias moléculas, permitindo um 
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direcionamento para os testes in vivo em camundongos. Contudo, o método da hipoxantina 

não pode ser usado em Leishmania, pois este precursor também seria incorporado ao DNA 

dos macrófagos. Além disso, este método apresenta a desvantagem de produzir rejeito 

radioativo. (Sanchez et al., 2007) desenvolveram uma metodologia que utiliza P. falciparum 

transfectados com a GFP para substituir tanto o método da hipoxantina quanto o tradicional. 

Para viabilizar a semi-automatização do teste de drogas em Leishmania no futuro, a produção 

de cepas de Leishmania RFPs é um dos principais objetivos de nosso trabalho. Com o advento 

da biotecnologia, desenvolvimento de ferramentas moleculares e de aparelhos mais sensíveis, 

esta possibilidade torna-se mais viável. Uma delas seria a aplicação da tecnologia do gene 

repórter. 

 

1.8  Genes Repórteres 

 

O gene repórter consiste em uma sequência de nucleotídeos, que introduzida em um 

sistema biológico, produz a expressão de um fenótipo que possa ser detectado. É um 

parâmetro conveniente que correlaciona eventos moleculares com a expressão genética 

(Wood, 1995). Embora novos genes repórteres sejam introduzidos a cada ano, são poucos os 

utilizados rotineiramente. Sua escolha deve ser criteriosa, pois dependerá da linhagem celular, 

da natureza do experimento, e da adaptação do ensaio para sua detecção, levando-se em conta 

a conveniência, sensibilidade, linearidade, simplicidade e dinâmica (Naylor, 1999). 

 

1.8.1 Sistemas colorimétricos 

 

A cloranfenicol acetiltransferase (CAT) foi o primeiro gene repórter utilizado no 

monitoramento da atividade celular transcricional. É uma enzima bacteriana que catalisa a 

transferência do grupo acetil da acetil-coenzima A, para o substrato, o cloranfenicol. A 

principal vantagem do sistema que emprega CAT decorre do fato de se tratar de uma enzima 

procariótica que apresenta uma atividade endógena mínima em células de mamíferos (Lin & 

Barbosa, 2002). Além disso, CAT apresenta uma meia-vida de cerca de 50 horas em células 

de mamíferos e essa estabilidade pode ser satisfatória para experimentos de transfecção 

transitória. Por outro lado, os ensaios são trabalhosos e longos, o substrato radioativo 

necessário para a maioria dos experimentos é caro e a sensibilidade do método é inferior 

àquela de outros sistemas repórteres mais recentes (Naylor, 1999). 

A enzima β-galactosidase é uma enzima bacteriana bem caracterizada e representa um 

dos sistemas repórteres mais versáteis. Sua atividade pode ser mensurada por métodos 
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colorimétricos ou quimioluminescentes. A clivagem do substrato (várias formas de 

galactosídeos) pela enzima produz uma solução de coloração amarela, detectada a 420 nm no 

espectrofotômetro. No ensaio quimioluminescente, mediante substratos específicos, a 

atividade da enzima é refletida pela quantidade de emissão luminosa registrada por um 

luminômetro. Esse ensaio chega a ser 50.000 vezes mais sensível que o colorimétrico. A 

expressão da β-galactosidase é usada como um sistema repórter para caracterizar sequências 

regulatórias, mas é também frequentemente adotada como um controle interno para 

normalizar a variabilidade de outros ensaios repórter, notadamente CAT e luciferase (Hollon 

& Yoshimura, 1989).  

O gene da fosfatase alcalina secretada (SEAP) codifica uma forma da enzima cujo 

domínio de ancoragem à membrana está ausente. Isso confere a propriedade de ser secretada 

pelas células e a vantagem de ser quantificada a partir de alíquotas do meio de cultura de 

células previamente transfectadas. O emprego da SEAP oferece inúmeras vantagens: 

múltiplos tratamentos podem ser aplicados às células, uma vez que elas permanecem intactas 

após as medidas da atividade do gene repórter, pode-se acompanhar a cinética de expressão 

gênica a partir de uma mesma cultura e não é necessário preparar lisados de células (Naylor, 

1999). Porém, o ensaio não deve ser realizado em tipos de células que expressam baixos 

níveis de fosfatase alcalina placentária (pulmão, testículo, epitélio do colo uterino). Ainda, 

espera-se que o desenho experimental não altere a capacidade secretora das células-alvo. 

 

1.8.2 Sistemas luminescentes e fluorescentes 

 

Além dos sistemas colorimétricos, existem também os luminescentes e fluorescentes. 

Os genes repórteres mais empregados nesta modalidade incluem: luciferase e a proteína verde 

fluorescente (GFP). A luciferase refere-se à família de enzimas que catalisam uma reação de 

bioluminescência que requer a luciferina como substrato, ATP, Mg2+ e O2. Na presença 

desses reagentes e mediante a ação da luciferase das células, ocorrerá uma reação de oxidação 

da luciferina (i e ii) com emissão de um flash de luz que decai rapidamente que pode ser 

detectado por um luminômetro (Wood, 1995). A emissão total de luz é proporcional à 

atividade da luciferase na amostra em estudo. Este sistema tem algumas vantagens quando 

comparado ao sistema CAT usualmente empregado: apresenta uma sensibilidade 10 a 100 

vezes superior (Pazzagli et al., 1992), o processamento das amostras é bem mais rápido, não 

requer o uso de isótopos, é relativamente mais barato e, apresenta atividade endógena baixa 

em células de mamíferos. Por ser sensível à degradação por proteases, a meia-vida da enzima 

luciferase é de cerca de 3 horas em células de mamíferos. Essa característica favorece o 
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emprego desse sistema quando pretende estudar sistemas indutíveis, em que os aumentos 

observados em relação aos níveis de expressão basal necessitam ser maximizados. Os ensaios 

de luciferase aplicam-se a estudos tanto in vitro quanto in vivo. A atividade da enzima pode 

ser detectada em células vivas, in situ, quando se usam substratos de luciferase solúveis 

(ésteres de luciferina) capazes de atravessar a membrana plasmática. (Thompson et al., 1991). 

A descoberta e clonagem do gene GFP em 1991 da água-viva Aequorea victoria 

possibilitou a expressão desta proteína em sistemas heterólogos (Chalfie, 1995). A proteína 

GFP, quando expressa em células procarióticas ou eucarióticas, produz uma fluorescência 

verde após a excitação das células por luz azul ou UV (Misteli & Spector, 1997). Essa 

propriedade intrínseca da proteína permite que esse sistema seja bastante apreciado para 

avaliar a expressão de genes. GFP tem como característica principal ser uma proteína 

autofluorescente, propriedade que não requer a presença de nenhum co-fator ou subtrato para 

a geração de luz. A grande vantagem da GFP é que há ausência de lise celular, possibilitando 

o monitoramento não invasivo da expressão do gene em tecidos vivos. 
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Tabela 3: Expressão dos genes repórteres em diferentes espécies de Leishmania e suas aplicações 
Espécie Gene Repórter Tipo de expressão Aplicação Tipo de Leitor Referência 

L. amazonensis/ 
L. major 

β-lactamase Episomal Promastigota 
Amastigota intracelular 

Espectrofotômetro (Buckner & Wilson, 2005) 

L. donovani β-lactamase Integrado Amastigota intracelular Espectrofotômetro (Mandal et al., 2010) 
L. major/ L. donovani Luciferase firefly Integrado Amastigota intracelular Luminômetro (Roy et al., 2000) 
L. infantum/ 
L. infantum R SbIII 

Luciferase firefly Episomal Amastigota axênica 
Amastigota intracelular 

Luminômetro (Sereno et al., 2001) 

L. donovani/ 
L. donovani R 

Luciferase firefly Episomal Promastigota 
Amastigota intracelular 

Espectrofluorímetro (Ashutosh et al., 2005) 

L. amazonensis Luciferase firefly Integrado Promastigota 
Amastigota intracelular 

Luminômetro (Lang et al., 2005) 

L. panamensis Luciferase firefly Integrado Amastigota intracelular (U937) Luminômetro (Romero et al., 2005) 
L. infantum Luciferase firefly Integrado Amastigota intracelular Luminômetro (Michel et al., 2011) 
L. donovani Luciferase firefly Episomal Promastigota 

Amatigota axênica 
Amastigota intracelular (J774) 

Espectrofluorímetro (Ravinder et al., 2012) 

L. major Luciferase firefly não mencionado Promastigota Luminômetro (Martinez et al., 2012) 
L. major / L. donovani GFP Integrado Promastigota Citômetro de fluxo (Ha et al., 1996) 
L. infantum GFP Episomal Promastigota Citômetro de fluxo (Kamau et al., 2001) 
L. amazonensis GFP multimêrica Episomal Promastigota Espectrofluorímetro (Chan et al., 2003) 
L. amazonensis eGFP 

β –galactosidase 
Episomal Promastigota Espectrofluorímetro (Okuno et al., 2003) 

L. donovani 
 

GFP Episomal Promastigota 
Amastigota intracelular 

Citômetro de fluxo 
Microscopia confocal 

(Singh & Dube, 2004) 

L. amazonenis eGFP Integrado Amastigota intracelular Fluorímetro (Dutta et al., 2005) 
L. donovani GFP Integrado Amastigota intracelular Citômetro de fluxo (Dube et al., 2005) 
L. amazonensis GFP Episomal Promastigota 

Amastigota 
Espectrofluorímetro (Boeck et al., 2006) 

L. major GFP Episomal Amastigota intracelular Citômetro de fluxo (Kram et al., 2008) 
L. donovani/ 
L. donovani R 

GFP Integrado Promastigota 
Amastigota intracelular 

Citômetro de fluxo (Singh et al., 2009) 

L. panamensis eGFP Integrado Amastigota intracelular Citômetro de fluxo (Varela et al., 2009) 
L. amazonensis eGFP Episomal Amastigota intracelular Citômetro de fluxo (Mehta et al., 2010) 
L. donovani GFP Episomal Amastigota intracelular Citômetro de fluxo (Kaur et al., 2010) 
L. tarentolae/ L.major/ 
L.infantum 

eGFP Integrado Promastigota 
Amastigota intracelular 

Citômetro de fluxo (Bolhassani et al., 2010) 

L. amazonensis GFP Episomal Promastigota 
Amastigota 

Citômetro de fluxo 
Espectrofluorímetro 

(Costa S. dos et al., 2011; Costa 
et al., 2011) 

L. amazonensis GFP e RFP Integrado Amastigota intracelular (MO peritoneal) Espectrofluorímetro (Rocha et al., 2013) 
R- resistente, R SbIII – resistente ao antimônio trivalente, GFP – proteína verde fluorescente, eGFP – enhanced = melhorada MO - macrófago 
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Conforme os dados da Tabela 2 é possível notar que a produção de clones de 

Leishmania expressando genes repórteres inclui, em sua maioria, espécies do Velho Mundo. 

Apenas L. (L) amazonensis e L. (L.) infantum episomais estão disponíveis dentre as cepas do 

Novo Mundo. É possível notar ainda que são várias as possibilidades de empregos para os 

parasitos fluorescentes como na Citometria de fluxo (Kram et al., 2008; Mehta et al., 2010; 

Singh et al., 2009). Porém, são poucos os genes fluorescentes que empregaram a 

espectrofluorimetria como ferramenta de leitura. A principal vantagem da metodologia de 

transfecção de integração genômica é que ela se baseia na incorporação do gene repórter no 

DNA genômico do parasito, sendo, portanto, estável. Na transfecção episomal, a célula tende 

a expulsar o vetor, sendo necessária a manutenção do parasito sob constante pressão do 

antibiótico (Cruz et al., 1991). Com a integração no genoma, isto não seria mais necessário o 

que é uma vantagem importante considerando a possibilidade de haver similaridade de 

moléculas a serem testadas com o antibiótico seletivo levando a resistência cruzada. Neste 

trabalho, utilizaremos uma metodologia de transfecção de integração genômica (Beverley & 

Clayton, 1993). 

Embora a GFP produza significativa fluorescência e ser estável, a excitação máxima 

está numa faixa crítica, muito próxima ao ultravioleta, requerendo cuidados especiais para não 

danificar células vivas, portanto não é o melhor repórter para sistemas de ensaios vivos. 

Recentemente, vários modificações e melhoramento na sequencia da GFP foram realizados 

gerando mutantes com espectro de emissão diferentes e melhores como a eGFP (enhanced = 

melhorada). Outros genes repórteres fluorescentes foram sendo identificados e clonados. 

Dentre eles estão YFP (amarela), RFP (vermelha), CFP (ciano). Estes novos genes 

fluorescentes vêm sendo utilizado para transfectar muitos parasitos com as mais diversas 

finalidades como, por exemplo: Toxoplasma gondii com YFP para screening de alto 

rendimento (HTS) (Gubbels et al., 2003), Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli com 

DsRed para estudos de interação com o vetor (Guevara et al., 2005) e L. (L.) major com RFP 

para estudo de migração de células dendríticas (Ng et al., 2008).  

A busca de um método semi-automatizada tem se intensificado nos últimos anos. 

Recentemente dois trabalhos vêm propor o uso de métodos de screening de alto redimento 

(HTS). O primeiro utiliza L. (L.) major ou L. (L.) donovani e linhagem celular THP-1 e a 

tecnologia de análise de imagem (Siqueira-Neto et al., 2010) e o segundo L. (L.) donovani e 

linhagem THP-1 sistema de análise de imagem (De Muylder et al., 2011). 

Até o presente momento não havia sido utilizada Leishmania RFP para fins de triagem 

de drogas. A proteína RFP apresenta vantagens em relação à GFP. A fluorescência vermelha 

sofre menor interferência da auto-fluorescência celular e do espectro do comprimento de onda 
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de fluorescência típica de diversos compostos químicos (Dube et al., 2009). Esta proteína foi 

descoberta em corais da espécie Discosoma striata, por isso usa-se a nomenclatura DsRed 

(Shaner et al., 2004). Inicialmente ocorreram vários problemas na clonagem desta proteína: a 

maturação era lenta, ocorria uma sobreposição espectral com a fluorescência verde e podem 

formar grandes agregados protéicos nas células vivas sendo, portanto tóxicos. Esses 

obstáculos foram superados com a mutagênese através da criação da segunda geração 

conhecida como DsRed2. Foram realizadas várias mutações no terminal aminopeptídeo que 

impede a formação de agregados de proteínas reduzindo a toxicidade. Além disso, as 

modificações diminuíram o tempo de maturação do fluoróforo e aumentaram o nível de 

fluorescência emitida (Shaner et al., 2008; Strongin et al., 2007). 

Este trabalho vem sendo realizado desde 2007 com a produção e caracterização 

biológica da cepa de L. (L.) amazonensis GFP. Com o início do Doutorado em 2009, este 

projeto continuou com padronização da técnica fluorímetrica com os parasitos GFPs. Estes, 

por sua vez não foram detectados no fluorímetro, razão pela qual, os experimentos foram 

repetidos com a proteína RFP. Alguns resultados com as proteínas GFPs do mestrado, foram 

incluídos neste trabalho para comparação e também na redação do artigo para publicação 

envolvendo as leishmanias tanto GFPs quanto RFPs (Rocha et al., 2013). 
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2.  OBJETIVOS 

  

2.1. Objetivo geral 

Padronizar um novo método de triagem de drogas semi-automatizado utilizando Leishmania 

(Leishmania) amazonensis transfectadas com o gene da proteína vermelha fluorescente e 

avaliar a atividade leishmanicida dos derivados do propranolol, das poliaminas e de 

complexos metálicos de lapachol. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

2.2.1. Transfectar L. (L). amazonensis com o gene da proteína vermelha fluorescente (RFP); 

 

2.2.2. Realizar avaliação do crescimento celular da L. (L). amazonensis selvagem e 

transfectada com o gene da proteína vermelha fluorescente (RFP) e a infecção em macrófagos 

peritoneais murinos; 

 

2.2.3. Avaliar a morfologia, produção de fluorescência e susceptibilidade às moléculas 

comparando L. (L.) amazonensis RFP, em relação aos parasitos selvagens (WT) através da 

microscopia de fluorescência, citometria de fluxo e teste de droga; 

 

2.2.4. Avaliar a atividade leishmanicida e avaliação de toxicidade de moléculas derivadas do 

propranolol; 

 

2.2.5. Padronizar o método semi-automatizado de triagem de drogas no Fluorímetro 

(ARTIGO 1); 

 

2.2.6. Avaliar o potencial Leishmanicida in vitro dos derivados das poliaminas utilizando o 

método tradicional (ARTIGO 2); 

 

2.2.7. Avaliar a atividade leishmanicida e avaliação de toxicidade dos complexos metálicos 

com lapachol (ARTIGO 3). 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1.  Cultura de Leishmania e manutenção 

 

O parasito utilizado nesse trabalho foi a cepa de referência Leishmania (Leishmania) 

amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) da Organização Mundial de Saúde cedida pelo CLIOC 

FIOCRUZ RJ. Esta cepa foi tipada previamente como descrito por (Rocha et al., 2010). Esta 

cepa também foi passada periodicamente em camundongos Balb/C (Mus musculus) para 

manter a infectividade in vitro. 

Os parasitos foram cultivados em Meio M199 (Sigma, St. Louis, MO), acrescido de 

10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), penicilina (100U/ml) 

(Invitrogen, Carlsbad, CA), streptomicina (100 g/ml) (Invitrogen, Carlsbad, CA), glutamina 

(12,5 mM) (Sigma, St. Louis, MO), Hepes (40 mM) (Amresco, Solon, OH), adenina (0,1 

mM) (Sigma, St. Louis, MO) e 2,5 g/ml hemina (Sigma, St. Louis, MO). Os parasitos foram 

mantidos em garrafas para cultivo de células em poliestireno, área de crescimento de 25 cm2, 

50 ml, estéril (Sartstedt) em estufa BOD (FANEM, modelo 347CD) a 25º C (Pinheiro et al., 

2011). Para a manutenção dos parasitos foram realizados repiques semanais. 

 

3.2. Transfecção dos parasitos 

 

3.2.1. Plasmídeos B5793 e B5947 

 

Os plasmídeos contendo o gene da GFP B5793 (piR1Phleo-GFP+(a)(sense) (Figura 

6A) e o gene RFP B5947 piR1SAT-LUC(a) DsRed2(b) (Figura 6B) foram cedidos pelo Dr. 

Stephen M. Beverley da Washington University, St. Louis (USA). O plasmídeo B5793 foi 

utilizado no mestrado (2007-2009) (Rocha, 2009) e o plasmídeo B5947 foi utilizado mais 

recentemente no doutorado (2010). Em ambos os plasmídeos existem dois sítios de restrição 

para a enzima SwaI que divide a sequência circular em dois fragmentos lineares. O primeiro é 

maior e contém as sequências: SSU’ (small subunit RNA gene in rDNA locus – subunidade 

pequena do gene no locus do DNA ribossomal) inicial e final de L. major, e é a parte 

responsável pela integração do fragmento de interesse no DNA genômico da Leishmania na 

região do rDNA por homologia. O B5793 possui o gene da proteína verde fluorescente (GFP) 

e o gene de resistência para o antibiótico Fleomicina e o B5947 possui o gene da proteína 

vermelha fluorescente (RFP) e o gene de resistência para o antibiótico Norseotricina. O 

segundo fragmento é menor e contém a sequência do gene de resistência à ampicilina e 
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inicialmente utilizado para selecionar as bactérias transformadas (Ha et al., 1996; Ng et al., 

2008). 

 

Figura 6: Mapa dos Plasmídeos. A) B5793 piR1Phleo-GFP+(a)(sense) (Rocha, 

2009); B) piR1SAT-LUC(a) DsRed2(b) B5947. 

 

3.2.2. Clonagem e produção dos plasmídeos 

 

Os plasmídeos foram transformados utilizando bactérias competentes Escherichia coli 

TOP10 (Nishimura et al., 1990). As células foram colocadas para crescer em tubos de 50 ml 

contendo LB (triptona a 1%, extrato de levedura a 0,5%, NaCl a 0,5%) líquido sob agitação (1 

h, 37 ºC). Posteriormente, as bactérias transformadas foram plaqueadas em placas de Petri 

(100 x 20 mm) contendo LB/agar (1,8%) com a pressão seletiva de ampicilina (100 g/mL). 

Aleatoriamente, foram selecionadas colônias que foram crescidas em 5 ml em meio 

LB acrescido de ampicilina (100 g/mL) sob agitação (37 ºC). Foi realizada a purificação do 

plasmídeo por mini-prep (Qiagen). O produto foi submetido à digestão enzimática com SwaI 

(New England) (25 ºC, 16 h) e os fragmentos de tamanhos esperados resolvidos em gel de 

Agarose a 1%. As bactérias contendo o inserto foram novamente colocadas para crescer em 

200 mL de LB para posterior extração por midi-prep (Qiagen). A digestão com a enzima SwaI 

(New England) foi repetida e em seguida foi realizado um tratamento com fosfatase alcalina 

(Promega) para eliminar os grupos fosfatos e evitar junção das extremidades dos fragmentos. 

Para a retirada do sal, foi utilizado o kit DNA and Band Purification (GE). Assim obtivemos 

os fragmentos linearizados para a eletroporação. Ambos os fragmentos foram colocados em 

contato com os parasitos, porém só o maior possui a capacidade de integrar-se ao DNA. 
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3.2.3. Transfecção 

 

O cultivo das formas promastigotas em fase logarítmica (4-6 x 106/mL) foi 

centrifugado a 2100g por 10 minutos. Posteriormente foram lavados em PBS e centrifugados. 

Foram ressuspendidos em tampão Cytomix (KCl a 120 mM, CaCl2 a 0,15 mM, K2HPO4 a 10 

mM, Hepes a 25 mM, EDTA a 2 mM e MgCl2 a 5 mM, pH 7.6) (Segawa et al., 2005). Cerca 

de 2 x 108 parasitos foram utilizados na transfecção de L. (L.) amazonensis sendo colocadas 

em cubetas de 0,4 cm3 (BTX) (Kapler et al., 1990). Nestas cubetas foram adicionados 10 µg 

de um dos plasmídeos digerido e os parasitos eletroporados a 1500 V por duas vezes com um 

intervalo de 10 seg. entre o primeiro e o segundo choque elétrico (Beverley & Clayton, 1993). 

 

3.2.4. Clonagem de Leishmania 

 

Após 24 horas da transfecção os parasitos foram plaqueados em meio semi-sólido com 

ágar nobre a 1% (Sigma, St. Louis, MO) em meio M199 (Sigma, St. Louis, MO) contendo o 

antibiótico seletivo fleomicina (10 µg/mL) (Sigma, St. Louis, MO) para GFP e norseotrisina 

(10 µg/mL) (Sigma, St. Louis, MO) para RFP. Posteriormente, após o crescimento das 

colônias, que leva entre 7 a 15 dias, os mesmos foram coletados e plantados em meio líquido 

M199 (Ha et al., 1996). 

 

3.3. Avaliação da produção de fluorescência por Microscopia 

 

Para verificar a produção da proteína GFP e RFP pelos parasitos fluorescentes foi 

realizada a visualização no microscópio de fluorescência. Foram avaliados os parasitos tanto 

na forma de promastigota quanto na forma amastigota intracelular. As promastigotas foram 

visualizadas diretamente da cultura, em lâmina e lamínula, acopladas ao Microscópio de 

Fluorecência Axio Observer A1 (Zeiss). As amastigotas intracelulares foram observadas 

infectando os macrófagos peritoneais de camundongos Balb/C fêmeas. Para isso foram 

utilizadas placas de 6 poços contendo lamínulas circulares de 25mm (Fisher). Foram 

adicionados 4 x 105 macrófagos por poço deixando aderir por 16 a 18 horas. Posteriormente 

foi adicionado formas promastigotas na fase estacionária de L. amazonensis na concentração 

de 4 x 106 por poço. A vizualização em microscópio de fluorescência foi abtida após a 

montagem dessas lamínulas em câmara Attofluor Cell Chamber (Molecular Probes). A 

fluorescência emitida foi analisada em diferentes tempos de infecção sendo escolhidos os 

tempos de 24, 48 e 72 horas. Para a detecção de fluorescência as amostras foram expostas ao 
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comprimento de onda de excitação de 490-494 nm e emissão no filtro de LP 515 nm para 

GFP. Para RFP, a excitação foi medida usando o filtro BP546/12 nm e para emissão o filtro 

LP 590 nm. As imagens foram adquiridas pela câmera eletrônica AxioCam MRC e 

armazenadas em meio eletrônico. 

 

3.4. Parâmetros de tamanho e granulosidade celular - Citometria de fluxo  

 

Para avaliar se a transfecção não afetou a morfologia dos parasitos foram analisados os 

parâmetros de tamanho e granulosidade no citômetro de fluxo FACS Calibur (Becton 

Dickinson Mountain View, CA). Foram comparados as formas promastigotas dos parasitos 

LaWT, LaGFP e LaRFP. Os parâmetros utilizados foram: a FL1 para fluorescência verde e 

FL2 para a fluorescência vermelha, FSC-H (forward scatter) para tamanho e SSC-H (side 

scatter) para granulosidade. Foram analisados 20.000 eventos para cada amostra e os dados 

analisados no programa FlowJo 7.6.4 (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA) 

 

3.5. Métodos de Triagem de drogas 

 

O procedimento de obtenção de macrófagos murinos está de acordo com os Princípios 

Éticos na Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA) e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) 

segundo a licença L-004/08. 

 

3.5.1. Método clássico por contagem microscópica 

 

Os macrófagos peritoneais (MØs) foram obtidos de camundongos BALB/C fêmeas de 

6 semanas. Nestes, foram injetados 2 ml de tioglicolato de sódio (3%) via intraperitoneal. 

Após 72 horas os camundongos foram eutanasiados em câmara de CO2, mergulhados em 

álcool 70% para desinfecção e imobilizados na posição decúbito dorsal. Após a exposição da 

cavidade peritoneal, os macrófagos foram coletados após injeção de 5 ml de Meio RPMI 1640 

(Sigma®), 2 mM glutamina (Sigma®), 50 U/ml of penicilina (Invitrogen) and 50 µg/ml 

streptomicina (Invitrogen) sem soro. A suspensão celular foi recolhida com seringa. Os 

macrófagos peritoneais foram contados em câmara de Neubauer e sua viabilidade 

determinada por Azul de Trypan (1%). Para o teste tradicional foram plaqueados (2 x 105 

células/poço) em placas de 24 poços contendo lamínulas de 13 mm com volume final de 

500l por poço. Os macrófagos foram incubados em estufa a 37 oC e 5% CO2 por 16 horas 
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para adesão. Os macrófagos foram então expostos às formas promastigotas de cultura na fase 

estacionária de L. (L.) amazonensis na proporção de 10:1 (2 x 106 parasitos/poço) (Berman & 

Lee, 1984; Morais-Teixeira et al., 2008; Sereno et al., 2005).  

Após 5 horas de interação o sobrenadante contendo os parasitos livres foi removido e 

então, adicionado meio RPMI1640 com 10% de soro (500l por poço). 

Para comparar as susceptibilidades dos parasitos LaWT, LaGFP e LaRFP foi utilizada 

uma das drogas de uso corrente para o tratamento da leishmaniose a Anfotericina B 

(Cristalia). Para determinar a curva dose-resposta para posterior cálculo do IC50 foram 

utilizadas 5 concentrações seriadas. As concentrações utilizadas para a Anfotericina B foram 

2; 1, 0,5; 0,25 e 0,12 µg/ml. 

Para validar a utilização dos clones LaGFP e LaRFP de L. (L). amazonensis foram 

testadas as 10 moléculas sintetizadas a partir do Propranolol e identificadas por: 1, 2a, 2b, 3, 

4a, 4b, 5a, 5b, 5c e 5d. As concentrações utilizadas para cada uma destas moléculas foram de 

50; 25; 12,5; 6,25; e 3,1 µg/ml. Essas concentrações também foram inicialmente utilizadas 

para outras substâncias testadas como os 18 compostos das poliaminas e os 7 complexos 

metálicos de lapachol. Para avaliar as infecções, controles sem a adição de drogas foram 

utilizados. Estas doses foram posteriormente transformadas em M de acordo com a massa 

molecular de cada molécula para o cálculo do valor de IC50. Neste teste, moléculas com 

valores de IC50 maiores que 250 M foram consideradas inativas. 

Todas as amostras foram aplicadas em poços independentes durante 3 dias e 

acondicionados em estufa a 37 ºC, 5% de CO2. Após 72 horas de exposição a estas moléculas, 

as lamínulas foram coletadas e coradas pelo método Panótico rápido (Laborclin Pinhais, 

Brasil) e posteriormente montada com Entellan® (Merck Darmstadt, Germany) sobre lâmina 

de vidro. Em cada ensaio era realizado o controle positivo (4 poços), no qual continha apenas 

os macrófagos infectados sem a adição de molécula. Para as drogas testadas cada 

concentração foi realizada em duplicata (2 poços independentes). A porcentagem de 

macrófagos infectados foi determinada através de análise em microscopia óptica (Pinheiro et 

al., 2011). 

As porcentagens de macrófagos infectados de experimentos independentes e 

duplicatas para cada amostra foram utilizadas para plotar curvas de regressão linear e calcular 

os valores de IC50 utilizando o programa Microcal, Origin Software (Northampton, MA, 

USA) (Pinheiro et al., 2011). 
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3.5.2. Método fluorimétrico  

 

As condições do método fluorimétrico foram similares aos utilizados no método 

clássico como a retirada de macrófagos, quantidade de macrófagos plaqueados, taxa de 

infecção, quantidade de doses aplicadas no teste. Entretanto, foram necessárias algumas 

modificações como nas concentrações das moléculas, a placa utilizada é a de 96 poços preta 

com fundo transparente (Corning) e o volume final de cada poço de 100 µL. As moléculas 

que apresentaram valores de IC50 maiores que 250 M foram consideradas inativas. 

As concentrações utilizadas para Anfotericina B foram 5; 1; 0,2; 0,04 e 0,008 g/ml e 

Glucantime® (Sanofi Aventis) foram 10.000; 2.000; 400; 80 e 16 µg/ml. Apenas os derivados 

do propranolol foram utilizados e as concentrações utilizadas foram de 500, 100, 20, 4 and 0,8 

g/ml. Os macrófagos foram expostos diariamente às doses definidas por 3 dias consecutivos. 

Estas doses foram posteriormente transformadas em M. 

Para o método fluorímetrico foi possível realizar análise cinética de 24, 48 e 72 horas 

de exposição às moléculas teste. A fluorescência vermelha foi captada utilizando os 

comprimentos de onda de excitação de 560 nm e emissão de 620 nm e para a fluorescência 

verde a excitação foi de 472 nm e emissão de 512 nm. O espectrofluorímetro usado foi o 

SpectraMaxM5 (Molecular Devices) e os dados coletados pelo software Softmax 5.1. 

(Molecular Devices). 

A fluorescência relativa captada foi obtida em experimentos independentes e triplicata 

das amostras possibilitando determinar as curvas doses resposta a partir dos valores expressos 

em unidades de fluorescência (FU). Também foi utilizada a regressão linear do programa 

Microcal, Origin Software (Northampton, MA, USA) e determinado os valores de IC50. 

 

3.5.3. Teste de citotoxicidade 

 

O método colorimétrico de MTT ((3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide) (Sigma®) foi utilizado para determinar a viabilidade celular ou da 

linhagem celular de hepatoma denominada HepG2 A16 ou macrófagos peritoneais murinos. 

A linhagem celular HepG2 foi mantida em garrafas de poliestireno com meio RPMI 1640 

(Sigma®) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab) em estufa a 37° C e 5% de 

CO2. As culturas em monocamada com pelo menos 80% de confluência foram tripsinizadas, 

lavadas e plaqueadas em placas de cultura de 96 poços (Sarstedt) na concentração de 4 x 104 

por poço. Para a adesão celular as placas foram incubadas por 16 horas e posteriormente as 

substâncias a serem avaliadas foram adicionadas em concentrações seriadas sendo a dose 
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máxima de 10 mg/ml, com exceção do antimoniato de meglumina (Glucantime) que iniciou 

em 150 mg/ml. Após 24 horas de exposição foi acrescentado o MTT (20 µl de uma solução a 

5mg/mL) e incubado por 3-4 horas. O sobrenadante foi retirado e adicionado isopropranol 

acídico (HCl 0,1M) para dissolver os cristais de formazan e realizada a leitura em 

espectrofotômetro Spectramax M5 (Molecular Devices) nas absorbâncias de 570 nm e 

background de 670 nm. 

O teste de citotoxicidade foi realizado também em macrófagos murinos apenas para os 

complexos metálicos de lapachol. A obtenção dos macrófagos peritoneais foi realizada da 

mesma forma descrita na seção 3.5.1. Depois desta primeira etapa de obtenção dos 

macrófagos o procedimento seguiu semelhante ao executado com as células HepG2. A única 

diferença foi a concentração de célula por poço (2 x 105). 

Foram utilizados controles sem droga e a dose letal mínima de 50% das células 

(MDL50) calculada no programa Microcal, Origin Software (Northampton, MA, USA) 

(Denizot & Lang, 1986; Madureira et al., 2002). Os índices de seletividade (SI) foram 

calculados usando os valores de MDL50/IC50. Os valores aceitáveis para o SI devem ser 

maiores que 20 (Ioset et al., 2009; Nwaka & Hudson, 2006). 

 

3.6. Síntese dos derivados da diamina 

 

Esta parte foi realizada pelo colaborador Dr. Marcus Vinícius Nora de Souza 

(FARMANGUINHOS – FIOCRUZ, RJ). 

Os derivados da diamina foram preparados utilizando a diamina comercial e 

sintetizados a partir da metodologia padrão. Uma solução de 0,5mol/L de BOC2O 

(equivalente a 1,5 mMol) em CHCl3 foi adicionado gota a gota a uma solução de 0,25 mol/L 

de diamina 1-9 (5 equivalentes) em CHCl3 a 0°C. Após 24 horas a mistura foi filtrada e 

concentrada sob pressão reduzida, a temperatura ambiente. O resíduo foi solubilizado em 

acetato de etila (30 ml), lavado em salmoura (3x 20 ml), seco (MgSO4) e concentrado, 

produzindo diamina pura mono-BOC protegida 10-13. Posteriormente foi necessário realizar 

cromatografia para obter os compostos 14-18. Os compostos da diamina mono-BOC 

protegido foram purificados cromatografia em coluna de sílica gel (CHCl3/MeOH, 95:5) e o 

rendimento foi de 50-73%. As estruturas estão apresentadas na Figura 7. Além disso, foi 

calculado o coeficiente de partição octanol/água (cLog P) para todos os 18 compostos obtidos 

usando o programa de predição fornecido no site Molinspiration 

(http://www.molinspiration.com).  
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Figura 7: Síntese dos derivados da diamina.A) Estrutura de 9 moléculas sintetizadas. 

B) Transformação das 9 moléculas protegidas pelo mono-t-butiloxicarbonil (BOC).  

 

3.7. Síntese dos derivados do propranolol 

 

Esta parte foi realizada pela colaboradora Dra. Célia Maria Ferreira da Escola de 

Farmácia da Universidade Federal de Ouro Preto. 

Na busca de novas drogas contra T. cruzi foi proposta a síntese de análogos do 

propranolol com o intuito de estudar a relação entre suas estruturas químicas e a atividade 

tripanosomicida. A síntese dos análogos baseou-se na metodologia utilizada para a obtenção 

de -bloqueadores (Kaiser et al., 1977). A síntese consistiu na reação do sal de potássio do 

naftol, gerado in situ seguido pela adição de epicloridrina. Na sequência, o epóxido I sofre 

abertura do anel oxirano com as seguintes aminas: isopropilamina, dimetilamina, piperidina e 

morfolina. Foram sintetizadas 7 substâncias, sendo que os cloridratos de 1-naftiloxi-2-

propanol-3-piperidina e 1-naftiloxi-2-propanol-morfolina apresentaram atividade in vitro 

contra as formas tripomastigotas do T. cruzi, nas concentrações de 366 g/ml e 752 g/ml, 

respectivamente (Teixeira et al., 2001). Os análogos fenoxipropanolaminas foram sintetizados 

por estratégia de simplificação do anel naftol do propranolol e com a introdução de grupos 

doadores e retiradores de elétrons (X= H, Cl, OMe e NO2 ) na posição para do anel variando-

se o grupo N-isopropila pelas aminas: piperidina e morfolina Os análogos e seus sais foram 
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sintetizados e a elucidação estrutural confirmada por análise de RMN1H e de 13C. O 

propranolol e seu cloridrato, juntamente com os derivados p-cloro, metoxi e nitro-

fenoxipropanol isopropilamina retem a atividade antagonista adrenérgica -bloqueador (Main 

& Tucker, 1985). A substituição do grupo isopropilamina do propranolol ou dos derivados 

fenoxi por grupos heterocíclicos, tais como, piperidina ou morfolina foram propostas com o 

intuito de avaliar se a introdução desses grupos provoca perda da atividade antagonista -

bloqueadora e consequentemente poderiam ser avaliados seus potenciais tripanosomicida e 

leishmanicida. As estruturas químicas de cada uma das moléculas testadas para avaliação de 

sua atividade leishmanicida estão apresentadas abaixo (Figura 8). 

 

Figura 8: Propranolol e seus derivados. A) Estrutura base para 5 moléculas 

sintetizadas a partir do propranolol e cada radical inserido no R da estrutura. 

B) Estrutura basa para o restante das moléculas transformado em cloridrato. 

 

3.8. Síntese dos complexos de lapachol com Antimônio, Bismuto e Estanho 

 

A síntese dos complexos de lapachol foi realizada pelo grupo da Dra. Cynthia 

Demicheli na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), no Departamento de Química, 

Instituto de Ciências Exatas (ICEX).  

Os complexos (Lp) (Ph3Bi) O0.5 (Figura 9A) e (Lp) (Ph3Sb) OH (Figura 9B) foram 

sintetizados seguindo o procedimento descrito por (Oliveira et al., 2011). Para preparar (Lp) 

(Ph3Sn) (Figura 9C) o mesmo procedimento foi usado. Adicionou-se trietilamina (70 ul) que 

foi adicionada a uma mistura de lapachol (0.121g, 0.5 mmol) e cloreto de trifenil estanho (IV) 

(193 mg, 0,5 mmol) em clorofórmio (20 mL). A mistura resultante foi agitada durante 4 horas 

à temperatura ambiente. A remoção do solvente foi realizada a vácuo e originou um material 
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sólido. O material foi em seguida dissolvido em acetona e precipitado em água. O cloridrato 

de trietilamônio formado durante a reação foi dissolvido e removido pela água. As análises 

elementares foram realizadas utilizando um Perkin-Elmer 240 Elemental Analyzer. A análise 

de absorção atômica do conteúdo de antimônio, bismuto e estanho foram realizadas em um 

espectrofotômetro modelo Hitachi 8200. 

As seguintes equações propostas são para ilustrar a formação do complexo 

LpPh3SbOH, assim como para os outros metais: 

 

As estruturas de todos os compostos testados são demonstradas na Figura 10. Cloreto 

de trifenil antimônio (Figura 9 D), cloreto de trifenil bismuto (Figura 9 E), cloreto de trifenil 

estanho (Figura 9 F) e lapachol, foram obtidos da Aldrich ®. Trietilamina foi obtida de 

Sigma®.  

 

Figura 9: Complexos metálicos com o lapachol. A) Complexo Lapachol e 

antimônio, B) Complexo Lapachol e bismuto, C) Complexo Lapachol e estanho, D) 

Complexo cloreto de bismuto, E) Complexo cloreto de antimônio e F) Complexo 

cloreto de estanho.  
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3.9. Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (Graph 

Prism Inc., San Diego, CA). O teste Shapiro-Wilk foi empregado para analisar a distribuição 

gaussiana dos dados (Shapiro & Wilk, 1965) e o Teste Turkey para comparação múltipla dos 

dados considerando o valor de p<0,05 como estatisticamente significativo. A análise 

estatística foi usada para comparar a susceptibilidade das cepas de L. (L.) amazonensis WT, 

GFP e RFP frente às moléculas testadas no teste tradicional.  
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4. RESULTADOS 

4.1. ARTIGO 1 
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4.2. ARTIGO 2  
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4.3. ARTIGO 3 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Sabe-se que há uma demanda global por novos medicamentos, principalmente para as 

doenças negligênciadas. Essa necessidade existe por vários fatores, como a inexistência ou 

ineficácia dos fármacos para a cura dessas doenças, bem como os efeitos adversos provocados 

pelos mesmos. Deste modo, muitos são os esforços no meio científico para se desenvolverem 

novas vacinas, metodologias para diagnóstico, esquemas de tratamento e no nosso caso o 

desenvolvimento de métodos alternativos para a descoberta de novas drogas para o tratamento 

e controle das Leishmanioses (Nwaka & Hudson, 2006; Pecoul, 2004).  

No campo da busca, descoberta e desenvolvimento de novas drogas, no que se refere 

às fases pré-clínicas e, mais especificamente nos testes in vitro contra Leishmania, não existe 

um consenso sobre o método utilizado. Historicamente, o método microscópico clássico 

(Berman & Lee, 1984) é o mais aceito como padrão ouro. Com os novos conhecimentos sobre 

biotecnologia, novas ferramentas estão sendo desenvolvidas e possibilitando tornar este 

método mais prático e rápido. Neste contexto, o que mais ganhou força foi o desenvolvimento 

de Leishmania transgênica que permite a automatização da triagem de droga utilizada por 

vários autores e que está relacionada na Tabela 3 (página 41). 

Outro ponto importante é o estágio morfológico do parasito que deve ser utilizado na 

triagem, visto que não existe uma correlação perfeita entre as substâncias que mostraram 

atividades contra as formas promastigotas e foram posteriormente testadas contra as 

amastigotas intracelulares ou vice e versa (De Muylder et al., 2011; Vermeersch et al., 2009) 

A forma amastigota axênica não é totalmente representativa da amastigota intracelular 

(Rochette et al., 2009), porém alguns pontos de partida para a descoberta da droga foram 

identificados. A falta de correlação da atividade entre amastigotas axênicas e amastigotas 

intracelulares também tem sido relatada (De Muylder et al., 2011) . 

O desenvolvimento de um método de Triagem de alto rendimento (HTS) usando a 

forma amastigota intracelular que infectam macrófagos humanos foi primeiramente relatada 

em 2010 como um ensaio secundário para confirmar a atividade de compostos selecionados 

como ativos contra a forma promastigota (Siqueira-Neto et al., 2010). Em 2011, foi adaptado 

para um formato de placa de 96 poços e testadas algumas centenas de compostos (De Muylder 

et al., 2011). Ambos os trabalhos não utilizaram parasitos transgênicos, mas marcações 

específicas e a avaliação foi realizada após captação de imagem com posterior análise 

computacional. Este mecanismo aumenta muito o custo. 

O método alternativo proposto neste trabalho foi considerado como Triagem de médio 

rendimento (MTS). A L. (L.) amazonensis expressando a proteína vermelha fluorescente 
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(RFP) foi produzida para a realização da triagem de drogas com leitura direta em placas de 96 

poços contendo macrófagos murinos infectados e leitura em espectrofluorímetro. Desta 

forma, o método se tornou mais rápido e reprodutível comparado ao teste clássico de triagem 

com contagens microscópicas. Na tabela 4 (página 82) pode ser feita a comparação dos 

principais métodos de alto rendimento atualmente utilizados para a triagem de novas 

substâncias contra Leishmania. Quando compara-se o método proposto neste trabalho (MTS) 

com os métodos de HTS, esse apresenta vantagens como a simplicidade de leitura em 

espectrofluorímetro que consequentemente reduz o custo final da triagem, além de não 

requerer marcação adicional para a leitura, a Leishmania fluorescente produzida a partir de 

plasmídeo de integração não necessita de manutenção sob o antibiótico de seleção. Desta 

forma, essa limitação para triagem de droga não existe.  

Um grande avanço desse trabalho foi a leitura da fluorescência emitida pelo parasito 

intracelular de forma satisfatória e quando analisadas substâncias testes foram obtidas as 

curvas dose-resposta, confirmando a morte do parasito. Além disso, o teste pode ser realizado 

em laboratórios que tenham estruturas mais simples, demandando uma capela de fluxo 

laminar, estufa CO2, e um espectrofluorímetro. 

O caminho para a descoberta de uma nova droga é longo, complexo e exige muito 

investimento. No caso de doenças negligenciadas, dificilmente uma instituição consegue 

realizar todas as etapas sozinha. E mais, o mercado não é rentável para grandes empresas 

farmacêuticas, com alto custo de desenvolvimento e baixo potencial relativo de mercado. 

Apesar disto, o cenário mundial está favorável à descoberta e desenvolvimento destas drogas 

que o mercado tanto precisa. Parcerias são essenciais, e existem diferentes modelos de 

parcerias que podem envolver diferentes tipos de instituição. 

Fazer proteção de propriedade intelectual (Patente) de novas drogas para Leishmanial 

pode não ser tão relevante se o parceiro for uma multinacional e/ou uma Empresa Público 

Privada, mas pode ser fundamental se o parceiro for uma pequena empresa [200, 245]. 

O desenvolvimento de um novo medicamento não necessariamente passa pela 

descoberta de novas entidades químicas, reconhecido como um processo de alto risco (taxa de 

sucesso de 7 % para moléculas pequenas e 11% para biológicos), longo (em média 13,5 de 

anos) e de alto custo (Nwaka & Hudson, 2006; Paul et al., 2010).  

Outra abordagem para o desenvolvimento e descoberta de novos fármacos é a 

modificação molecular que oferece uma gama de possibilidades para a construção de novas 

moléculas. Neste contexto, neste trabalho testamos grupos de substâncias de três grupos 

diferentes. O colaborador Dr. Marcus Vinícius Norra de Souza de Farmanguinhos que 

sintetizou os derivados das diaminas, a colaboradora Dra. Célia Maria Correa da UFOP que 
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sintetizou os derivados do propranolol e Dra. Cynthia Demicheli do ICEX/UFMG que 

sintetizou os complexos metálicos de bismuto, antimônio e estanho com o lapachol foram os 

nossos colaboradores. Essas colaborações resultaram nos artigos desta tese. Apesar de não 

termos encontrado uma substância excelente chegamos a alguns candidatos promissores. 

Além disso, percebemos que a abordagem sintética associada ao conhecimento da atividade 

de tais substâncias contra outros protozoários auxiliaram nessa descoberta. 
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Tabela 4: Resumo dos recentes protocolos para triagens de drogas contra Leishmania. 

Tipo de 

triagem 
Tipo de Análise 

Necessidade de 

substrato ou 

corante 

Estágio do parasite 

Aplicação para qualquer 

espécie de 

Leishmania/célula 

hospedeira 

Tipo de Célula 

Hospedeira 
Espécie Referências 

HTS 

Resazurina 

Sim 

Promastigota Sim/Não -- L. major 
(Siqueira-Neto et al., 

2010) Draq5 (marcador de 

DNA) 
Amastigota intracelular Sim/Sim THP1 

L. major / 

L. donovani 

HTS 

Reagente CellTiter-Glo  

(ATP-bioluminescente) 

Sim 

Promastigota Sim/Não -- 

L. donovani 
(De Muylder et al., 

2011) 
Dapi (marcador de DNA) Amastigota intracelular Sim/Sim THP1 

Reagente CellTiter-Glo Amastigota Axênica Sim/Não -- 

HTS Reagente azul Cell Titer Sim Promastigota Sim/Não -- Leishmania sp (Sharlow et al., 2010) 

MTS Fluorescência RFP  Não Amastigota intracelular Sim/Sim 

Macrófagos 

peritoneais 

murinos 

L. amazonensis (Rocha et al., 2013) 

HTS= triagem de alto rendmento 

MTS= triagem de médio rendimento 

THP1= linhagem monocítica de leucemia aguda humana 
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