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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a disease caused by parasites of the genus Leishmania and currently 

is expanding in all states. Treatment is problematic, given that the recommended drugs 

are difficult to administer and serious side effects. The present study aims to test 

synthetic compounds, developed by the group of Chemistry, USP / São Carlos. The 

evaluation of compounds that act on enzymes of metabolism was performed in 

promastigotes of Leishmania amazonensis in cultured murine peritoneal macrophages. 

The results showed that the 17 compounds tested, three IDs (71S, 130S and 195 are 

dehydrogenase inhibitors enzima diidroorotato - DHODH) were toxic to promastigotes of 

L. amazonensis-GFP, in assays counting under a light microscope and measuring 

fluorescence spectra-fluorometer, though only the ID of the ID 71S 130S were 

considered significant by statistical analysis. These inhibitors are reduced infection with 

amastigotes in cultured murine macrophages peritoneias but these were toxic to 

macrophage cultures. The compound ID 195 was toxic to macrophages at the higher 

concentrations. In another experiment it was shown that at concentrations below 195 the 

ID was not toxic to macrophages, but did not reduce the number of amastigotes inside 

macrophages. 
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RESUMO 

 

A leishmaniose tegumentar americana é uma doença causada pelos parasitas do 

gênero Leishmania e atualmente, está em franca expansão em todos os estados da 

federação. O tratamento é problemático, tendo em vista que os fármacos preconizados 

são de difícil administração e com sérios efeitos colaterais. Este trabalho foi realizado 

com o objetivo  de testar compostos sintéticos, desenvolvidos pelo grupo de Química da 

USP/São Carlos. A avaliação de compostos com ação sobre enzimas do metabolismo 

foi realizada em formas promastigotas de Leishmania amazonensis e em cultura de 

macrófagos peritoneais murinos. Os resultados mostraram que dos 17 compostos 

testados, 3 (IDs 71S, 130S e 195 que são inibidores da enzima diidroorotato 

desidrogenase - DHODH) foram tóxicos para promastigotas de L. amazonensis-GFP, 

em ensaios de contagem em microscópio óptico e medição de fluorescência em 

espectro-fluorimêtro, apesar de que somente o ID 71S o ID 130S foram considerados 

significativos pela analise estatística. Esses inibidores reduziram a infecção com 

amastigotas em cultura de macrófagos peritoneais murinos, mas foram tóxicos para 

essas culturas de macrófagos. O composto ID 195 foi tóxico para os macrófagos nas 

concentrações mais altas. Em outro experimento demonstrou-se que em concentrações 

menores o ID 195 não foi tóxico para macrófagos, mas também não reduziu o numero 

de amastigotas no interior dos macrófagos. 
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1 – INTRODUÇÃO 

Aspectos gerais da Leishmaniose 

As leishmanioses são doenças parasitárias que apresentam manifestações 

clínicas multifacetadas, têm ampla distribuição geográfica, ocorrem no Novo e Velho 

Mundo e mostram grande diversidade epidemiológica (FILHO & BOGLIOLO, 2000). 

Identificada no primeiro século da era cristã na Ásia Central, a leishmaniose 

tegumentar, recebeu nomes diferentes, de acordo com a região onde ocorria (por 

exemplo, ferida de Balkh no Afeganistão; botão de Bagdad no Iraque; botão do Oriente 

e úlcera de Bauru no Estado de São Paulo). Nas Américas, é denominada 

Leishmaniose tegumentar americana (LTA) e ocorre desde o sul dos Estados Unidos 

até o norte da Argentina (FILHO & BOGLIOLO, 2000). 

O gênero Leishmania (Ross, 1903), agrupa espécies de protozoários parasitos 

unicelulares, heteróxenos, pertencentes à classe Kinetoplastida e à família 

Trypanosomatidae, na forma flagelada, promastigota, no trato digestório dos 

hospedeiros invertebrados e, como amastigotas, forma intracelular obrigatória do 

sistema fagocítico mononuclear dos hospedeiros vertebrados (NEVES, 2000; HENRY et 

al., 2005). 
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Vetor 

Os flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) são insetos que 

transmitem ao homem patógenos causadores das leishmanioses, bartoneleose (verruga 

peruana) e febre papatasi (febre dos três dias), tendo como agentes etiológicos 

protozoários, bactérias e vírus, respectivamente. No caso específico de vetores das 

leishmanioses, dois gêneros têm importância médica e veterinária: Phlebotomus – na 

Europa, Ásia e África – e Lutzomya – nas Américas (BARRAL & COSTA, 2011). Estes 

pequenos dípteros são curvados, muito pilosos, com as asas em forma de ponta de 

lança mantidas eretas sobre o corpo quando pousados e popularmente conhecidos no 

Brasil como asa branca, asa dura, birigui, cangalhinha, mosquito palha, tatuquira, frebóti 

(MARCONDES, 2001). Apresentam ampla distribuição geográfica, encontrados sob as 

mais diversas altitudes, condições climáticas e ambientes (silvestres, rurais e urbanos) 

(BARRAL & COSTA, 2011). 

A saliva de Lutzomya longipalpis e, provavelmente, de outras espécies de 

flebótomos, contém “maxadilan”, um vasodilatador muito potente que facilita a sucção 

do sangue e entrada do parasita (MARCONDES, 2001). A atividade dos flebotomíneos 

é predominantemente crepuscular ou noturna. Unicamente as fêmeas adultas são 

hematófagas, mas elas se alimentam também de sucos vegetais, como fazem 

regularmente os machos (REY, 2001). Esses dípteros se adaptam a abrigos úmidos e 

escuros, saindo destes, em geral, em condições de alta umidade e de temperatura 

moderada (MARCONDES, 2001). 

 

 

 



 3 

Ciclo biológico da Leishmaniose 

O vetor infecta-se quando suga o sangue de um individuo infectado ou 

reservatório animal. A Leishmania, em sua forma amastigota, possui aspecto 

arredondado e 3-7 μm de diâmetro e vive em macrófagos. O flebótomo ingere 

macrófagos infectados durante o repasto sanguíneo e os amastigotas são liberados no 

estômago do inseto. Os amastigotas se transformam em promastigotas, forma móvel, 

flagelada e alongada (10-20 μm). Em seguida os promastigotas migram para o trato 

alimentar anterior do inseto, onde vivem no meio extracelular e se multiplicam por 

divisão binária. Quando o inseto finalmente realiza o repasto sanguíneo em um 

mamífero hospedeiro, inocula a forma promastigotas juntamente com a saliva (Fig. 1). 

 
Figura 1. Ciclo de vida do parasito do gênero Leishmania ssp, agente causador dos 
diferentes tipos de Leishmaniose. Imagem retirada e adaptada do CDC 
(http://www.dpd.cdc.gov/dodx/). 

http://www.dpd.cdc.gov/dodx/
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Uma vez no hospedeiro vertebrado, os promastigotas são fagocitados pelos 

macrófagos e rapidamente transformam-se em amastigotas, sobrevivem multiplicando-

se dentro dos macrófagos, posteriormente lisando-os. Os amastigotas liberados são 

fagocitados por outros macrófagos, dando continuidade ao ciclo (AWASTHI et al.,  

2004). 
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Situação epidemiológica  

A leishmaniose tegumentar constitui um problema de saúde publica em 88 

países, distribuídos em quatro continentes (Américas, Europa, África e Ásia), com 

registro anual de 1 a 1,5 milhões de casos. É considerada pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) uma das seis mais importantes doenças infecciosas, pelo seu alto 

coeficiente de detecção e capacidade de produzir deformidades (OMS, 2007; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). A LTA distribui-se amplamente no continente 

americano, desde o sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina. No Brasil, 

especificamente no Estado de São Paulo, a LTA era classicamente doença de animais 

silvestres, transmitida acidentalmente para trabalhadores de exploração florestal, 

abertura de estradas e mineração (CUNHA & SILVA, 2007). Entretanto, a partir da 

década de 1980, houve aumento significativo no número de casos autóctones, 

abrangendo novas áreas geográficas apresentando comportamento endêmico, 

atingindo homens, mulheres e crianças de todas as faixas etárias, na periferia de 

centros urbanos. 

No Brasil, a leishmaniose é doença de notificação compulsória, outro fato 

significante para a saúde pública em relação à leishmaniose é a reativação de infecções 

subclínicas assintomáticas em indivíduos com síndrome da imunodeficiência adquirida 

(OMS, 2007). Um fator relevante para o surgimento dessa zoonose está relacionado 

aos desmatamentos que ocorreram para a chegada do progresso como: construção de 

estradas, vilas e fazendas (SOUZA, 2006).  
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Segundo o Sinan - Ministério da Saúde (Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação) entre 1990 a 2010 o número de casos de LTA se mantende acima de 

19.000 casos/ano como descrito na tabela abaixo:  

TABELA 1.Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana  

         

 

 

 

 

 

 

Número de registros de casos de LTA. Brasil, Grandes Regiões e Unidades 
Federadas, 1990 a 2010. 
Fonte: Sinan//MS. 

http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fdtr2004.saude.gov.br%2Fsinanweb%2F&ei=ldBAUpSeDZLa8ATq9oHwAg&usg=AFQjCNGmOzZl7RZiTWEHRNG3ns2lB-UX_g
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Agente Etiológico  

Existem diversas espécies do parasita que podem atingir os humanos, causando 

duas formas distintas de leishmaniose: a primeira atinge pele e mucosas, já a segunda 

atinge vísceras (baço, fígado e medula óssea). Os dois subgêneros que agrupam os 

parasitas são Leishmania e Viannia, definidos pela localização dos promastigotas no 

tubo digestório do vetor (NEVES, 2009; HANDMAN, 1999; SILVEIRA, 2009). As 

espécies de Leishmania que podem atingir seres humanos e causam leishmaniose 

tegumentar são: L. (V.) braziliensis, (lesões cutâneas e mucosas, úlcera de Bauru); L. 

(V) guyanensis, (lesões cutâneas); L. (L.) mexicana, (lesões cutâneas e difusas); L. (L.) 

amazonensis, (lesões cutâneas e difusas), no Novo Mundo e L. tropica e L. major, 

causam lesões cutâneas no Velho Mundo. As leishmanioses viscerais são causadas 

por: L. (L.) donovani (Índia); L. (L.) infantum, no Velho Mundo e L. (L.) chagasi nas 

Américas (HANDMAN, 1999). 

A espécie utilizada para este trabalho foi a L. amazonensis, que é pouco 

encontrada em seres humanos devido ao fato dos seus vetores Lutzomyia 

flaviscutellata, L. reducta e L. olmeca apresentarem hábitos zoófilos mais acentuados 

(DIVE, 2008). A doença, que se manifesta principalmente na forma cutânea benigna, e 

mais raramente na forma cutânea difusa (comprometimento de extensa área de 

superfície cutânea, com predomínio de lesões não-ulceradas) e de difícil tratamento, é 

encontrada tanto no meio rural como nas cidades (REY, 2001; BARRAL et al., 1991, 

SILVEIRA, 2009). 
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Ciclo de transmissão da L. amazonensis 

O ciclo ocorre em áreas de florestas primarias e secundarias da Amazônia Legal 

(Fig.2) (Amazonas, Pará, Rondônia, Tocantins e Maranhão), e também em Estados das 

regiões Nordestes (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e São Paulo), Centro – Oeste 

(Goiás) e Sul (Paraná) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Na Figura 2 está representado 

o ciclo em floresta, e esquematizados o homem e os roedores silvestres do gênero 

Proechimys e o Oryzomys, dos quais o parasita foi isolado. Embora o papel 

desempenhado por estes animais silvestres no ciclo de transmissão não tenha sido 

bem definido, as evidências encontradas indicam estes roedores como reservatórios 

desta espécie de Leishmania (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). 

 

Figura 2. Ciclo de transmissão da Leishmania amazonensis na Amazônia 

brasileira (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). 
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Diagnóstico Laboratorial 

Na prática médica, três são os recursos de laboratório para o diagnóstico de 

leishmaniose tegumentar: 1) pesquisa do parasita em esfregaço do material coletado 

das biópsias de lesões, e corado pelo método de Giemsa ou similar; 2) pesquisa do 

parasita em cortes histológicos das lesões, coletado da biópsia e corados pela 

hematoxilina-eosina e 3) intradermorreação de Montenegro, reação de 

hipersensibilidade do tipo tardia a antígenos do parasita. Outros recursos de pouco 

valor prático, porém de importância teórica são a cultura do material da biópsia em 

meios adequados para isolamento do parasito e a inoculação em animais suscetíveis à 

infecção. (MORAES, et al., 2008). Métodos de diagnóstico, baseados em técnicas 

imunológicas (imunofluorescência e imunoperoxidase) ou na biología molecular 

(hibridação de DNA e PCR), são mais sensíveis que as técnicas tradicionais, porém 

exige uma infra-estrutura laboratorial adequada, de custo relativamente alto (REY, 

2008). 
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Tratamento 

As leishmanioses não contavam com qualquer terapêutica até que Gaspar 

Vianna, em 1912, descobriu a ação curativa dos antimoniais (REY, 2008; RATH ET AL., 

2003) Atualmente os fármacos disponíveis para o tratamento da leishmaniose, 

utilizados há mais 50 anos, possuem diversos efeitos colaterais, com limitações para 

sua administração. Os fármacos de primeira escolha no tratamento das leishmanioses 

são os antimoniais pentavalentes (Sb+5). Há dois tipos de antimoniais pentavalentes 

que podem ser utilizados, o antimoniato de N-metilglucamina e o estibogluconato de 

sódio, sendo este último não comercializado no Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). 

Há restrições para o tratamento de pacientes com idade acima dos 50 anos, portadores 

de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doença de Chagas. 

A resposta não sendo satisfatória os fármacos de segunda escolha são a 

Anfotericina B e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina) 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). O desoxicolato de Anfotericina B é um antibiótico 

poliênico com excelente atividade in vitro na destruição de promastigotas e amastigotas 

de Leishmania. É considerada como droga de primeira escolha no tratamento de 

gestantes e de segunda escolha quando não se obtém resposta ao tratamento com o 

antimonial pentavalente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Todavia, nesse tratamento 

ocorre frequentemente: febre, anorexia, náuseas, vômitos e flebite. Anfotericina B 

lipossomal é uma nova formulação em que a Anfotericina B é incorporada em 

lipossomas de fosfatidilcolina, colesterol e disterolfosfatidilglicerol. A meia-vida é curta, 

pois o fármaco é rapidamente seqüestrado pelos macrófagos no fígado e baço, onde 

atinge elevadas concentrações (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). As pentamidinas são 

diamidinas aromáticas utilizadas como fármacos de segunda escolha no tratamento da 



 11 

leishmaniose tegumentar em áreas endêmicas dos continentes americano, asiático e 

africano. As reações adversas provenientes do tratamento com pentamidinas são: dor, 

induração e abscessos estéreis no local da aplicação, além de náuseas, vômitos, 

tontura, adinamia, mialgias, cefaléia, hipotensão, lipotimias, sincope, hipoglicemia e 

hiperglicemia. Pode ocorrer efeito diabetogênico, que é cumulativo e dose dependente 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE - FUNASA, 2000).  

Os baixos resultados de eficácia do antimonial e pentamidina, bem como as 

dificuldades operacionais relacionadas à Anfotericina B, evidenciam a necessidade, 

urgente, de novas opções terapêuticas para o tratamento da LTA (NEVES et al.,  2011). 

Outros fármacos, utilizados originalmente no tratamento de outras doenças, estão em 

estudos em vários países e também no Brasil, como por exemplo: a miltefosina, rhGM-

CSF (recombinant human granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), 

pentoxifilina e paramomicina (ALMEIDA et al., 2011). 

Apesar de a leishmaniose tegumentar ser um importante problema de saúde 

publica, os dados publicados sobre o uso de novos compostos para o tratamento são 

limitados (ALMEIDA et al.,  2011). Algumas pesquisas avaliaram, por exemplo, óleo de 

copaíba (SANTOS et al, 2008), peçonha de serpente (CASTILHOS, 2008), omeprazol 

(MIOT et al.,  2005), pravastatina (KUCKELHAUS, 2011), extratos de plantas (como por 

exemplo, Campsiandra laurifólia) (CHAGAS et al.,  2010), própolis (AYRES et al, 2007), 

porfirinas em terapia fotodinâmica (BASTOS et al.,  2012) e compostos sintéticos tais 

como os organoclorados (LIMA ET AL., 2009). Os resultados variam entre efeitos 

tóxicos na forma promastigota de espécies de Leishmania, a efeitos de retardo no 

aparecimento de lesões nos modelos animais da leishmaniose tegumentar. 
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Química Medicinal  

A química medicinal é uma área de pesquisa que engloba a inovação, 

descoberta e o desenvolvimento de novas substâncias químicas bioativas, síntese ou 

modificação molecular, extração, isolamento, identificação e elucidação estrutural de 

princípios ativos naturais de plantas, animais ou minerais (ROCHA, 2010). A descrição 

das moléculas desde a sua constituição atômica, passando por relações estrutura-

propriedade até suas características estruturais quando da(s) interação (ões) com alvos 

biológicos de interesse terapêutico também são aspectos trabalhados na química 

medicinal (ROCHA, 2010).   

Ainda neste contexto, o laboratório do Dr. Carlos Alberto Montanari no Instituto 

de Química da USP de São Carlos (USP-IQ) vem trabalhando em aspectos formais e 

aplicações da química medicinal particularmente no âmbito das doenças tropicais 

(Doença de Chagas, leishmanioses e esquistossomose). Por exemplo, o uso de 

flavonóides como inibidores da enzima gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase do 

Trypamosoma cruzi (FREITAS et al., 2009). Esta proteína é uma enzima essencial na 

via da glicólise e da gliconeogênese, catalisando a fosforilação oxidativa do substrato 

gliceraldeído-3-fosfato em 1,3- bifosfoglicerato na presença de NAD+ e fosfato 

inorgânico, sendo também capaz de catalisar a reação inversa (FREITAS et al., 2009; 

LEITÃO et al., 2009).  

Uma vez que, a via glicolítica é a principal forma de obtenção de energia de 

tripanosomatídeos, e um alvo molecular atrativo para essa via energética teria um papel 

no controle do fluxo glicolítico do parasita. Entretanto, os sítios catalíticos da enzima 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase do T. cruzi e do ser humano apresentarem alto 

grau de similaridade, pois catalisam a mesma reação química, o grupo de pesquisa 
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(USP-IQ) busca por novas regiões distintas entre as duas proteínas capazes de 

acomodar ligantes com alta afinidade e potencial para inibição seletiva da enzima do 

parasita, através de um programa (SiteID) que identifica cavidades com características 

de sítios de interação na estrutura 3D de biomacromoléculas.  

A utilização desta ferramenta é relevante quando se busca por prováveis sítios 

de interação para pequenas moléculas (ROCHA, 2010). A enzima, diidroorotato 

desidrogenase, é capaz de catalisar a conversão do diidroorotato em orotato, a quarta e 

única reação redox da via metabólica da síntese de novo nucleotídeos de pirimidina 

(CHELESKI et al., 2010; PINHEIRO, 2012). Os nucleotídeos de pirimidina são 

essenciais para síntese de DNA, RNA, biosíntese de lipídeos de membrana e 

glicolisação de proteínas, além de outros eventos metabólicos (LOFFLER et al.,  1997).  

A identidade seqüencial entre a diidroorotato desidrogenase de 

tripanosomatídeos e a enzima humana é de aproximadamente 25%. As enzimas das 

diferentes espécies do gênero Leishmania compartilham identidade superior a 85%. 

Dentre as diferentes espécies do gênero Trypanosoma a identidade sequêncial é maior 

que 75%; sendo este percentual, maior que 89% quando comparadas as diferentes 

espécies do Trypanosoma (PINHEIRO, 2012). Essa enzima também tem sido estudada 

no contexto da Química Medicinal, e através da combinação de técnicas de DNA 

recombinante, termofluor, cristalografia de raios-X e ensaios de inibição in vitro e in 

silico, identificou-se sítios alvos na estrutura da enzima para o desenvolvimento de 

ligantes em L. major e T. cruzi (PINHEIRO, 2012). 

Além dos inibidores citados acima, também foram testados: enzimas da cadeia 

respiratória de Saccharomyces: scitalona desidratase, succinato desidrogenase 

(complexo II), adenosina-deaminase e hidroxinaftaleno redutase (SAINT-MARC, 2009), 
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a enzima cruzaína que é uma cisteína proteinase especifica de T. cruzi (DUSCHAK & 

COUTO, 2009). Assim, a estratégia usada pelo grupo de pesquisa foi desenhar, 

purificar e sintetizar moléculas com o potencial de inibir gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase  e a diidroorotato desidrogenase e outras enzimas do metabolismo. 

Neste contexto, triagens biológicas resultaram na identificação de compostos de origem 

natural e sintética com atividade inibitória in vitro frente à gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase e diidroorotato desidrogenase do T. cruzi, ampliando a diversidade 

química de moduladores seletivos destes alvos.  

Dentre os inibidores, o flavonóide tilirosídeo foi identificado através do 

planejamento baseado na estrutura 3D da molécula. Os ensaios espectrométricos e 

calorimétricos frente à gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase mostraram que o 

tilirosídeo inibe a enzima em concentrações baixas (IC50=46 mM, Ki=25 mM). O ensaio 

de toxicidade do tilirosídeo contra tripomastigotas do T. cruzi da cepa Y foi positivo 

(IC50 = 770 mM). Enquanto que, o único fármaco em uso benzonidazol, no tratamento 

da doença de Chagas, foi ativo na potência de 400 mM concentração elevada, segundo 

a Organização Mundial da Saúde (FREITAS et al.,  2009; CHELESKI et al.,  2011).  

Considerando-se as semelhanças taxonômicas e a alta homologia (85-90%), 

tanto na sequência de aminoácidos quanto na analise genética e estrutura 

cristalográfica da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, entre Leishmania e T.cruzi 

(HANNAERT ET AL.,  1998; BRESSI et al.,  2001), existe possibilidades dos inibidores 

criados pelo grupo do Dr. Montanari apresentarem efeitos tóxicos para L. amazonensis. 

Nosso objetivo, nesse trabalho, foi testar compostos com ação inibidora na 

atividade de enzimas do metabolismo, que também são expressas em Leishmania, em 

formas promastigotas e amastigotas da L. amazonensis.
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2 – OBJETIVOS  

 

Objetivo Geral 

Testar inibidores enzimáticos sintéticos em L. amazonensis. 

 

Objetivos específicos  

Avaliar a atividade tóxica dos compostos nas formas promastigotas. 

Avaliar a atividade tóxica dos compostos em macrófagos infectados com o 

parasita. 

Comparar os efeitos do tratamento dos inibidores enzimáticos com o tratamento 

utilizando a Anfotericina B (fármaco usado na clinica) 

Avaliar a atividade tóxica dos compostos em macrófagos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 16 

3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

Lista de compostos utilizados e procedência 

 

Anfotericina B ......................................................................................Sigma1 

Geneticina ............................................................................................Sigma 

Giemsa .................................................................................................Sigma 

Meio de cultura Earle 199...................................................................  Nutricell2 

Soro fetal bovino ...............................................................................   Nutricell 

 

1Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA. 

2Nutricell, Campinas, São Paulo, Brasil. 
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Animais 

 Fêmeas de camundongos isogênicos BALB/c/AnUnib, com idade entre quatro e 

seis semanas, SPF (Specific Patogen Free), foram fornecidos pelo Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica  – CEMIB/UNICAMP e mantidos no isolador 

do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual 

de Campinas.  

A Comissão de Ética em Experimentação Animal da Unicamp aprovou o uso dos 

animais e a realização desse trabalho (protocolo n. 2641-1). 
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Parasitas 

L. amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa) foi transfectada com o gene da “green 

fluorescent protein” (GFP), e gentilmente cedida pela Dra. Bartira Rossi-Bergmann da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os amastigotas de L. amazonensis 

(MHOM/BR/73/M2269) foram obtidos em camundongos BALB/c/AnUnib previamente 

infectados subcutâneamente com cerca de 107 parasitas no coxim plantar (COSTA et 

al., 2011). Os promastigotas de L. amazonensis-GFP foram mantidos em estufa seca a 

26ºC em meio de cultura Earle 199 suplementado com L-glutamina 0,1g/L, D-glicose 

1,0 g/L, NaHCO3 2,2 g/L, penicilina 10.000UI, e estreptomicina 0,050 g/L e acrescido de 

10% de soro fetal bovino (inativado a 56ºC durante 1 hora). Os parasitas foram 

selecionados periodicamente com o antibiótico geneticina (G418) (Sigma) (COSTA et 

al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 19 

Fármaco e Inibidores 

 Anfotericina B foi diluída em meio de cultura 199, e utilizada na concentração de 

3 μM para o tratamento de culturas de promastigotas e macrófagos peritoneais 

infectados com L. amazonensis. 

 Os compostos sintetizados no Instituto de Química da USP de São Carlos no 

laboratório do Dr. Carlos Montanari, pelo Dr. Josmar Rodrigues da Rocha foram 

denominados de ID (Inibidor). Os seguintes IDs foram testados: ID01S, ID02S, ID16, 

ID42, ID71, ID71S, ID130S, ID185, ID186, ID 187, ID188, ID 189, ID190, ID191, ID 192, 

ID 193 e ID195. Os compostos foram liofilizados, acondicionados e conduzidos ao 

laboratório de Leishmaniose do Depto. de Biologia Animal do IB/Unicamp. No 

laboratório de Leishmaniose os compostos foram dissolvidos em DMSO 

(dimetilsulfóxido, Sigma) (0,15%), diluídos em meio de cultura, filtrados com filtros 

Millipore 0,22 μm (quando usados em ensaios com macrófagos) e utilizados 

imediatamente. 
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  No quadro abaixo, os compostos testados com a sua respectiva fórmula 

molecular, massa molecular e alvo enzimático. 

TABELA 2. Inibidores utilizados no parasita L. amazonensis 

 

*Não determinado 
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Ensaio de toxicidade dos compostos em culturas de promastigotas de L. 

amazonensis 

 Dez milhões de promastigotas por poço de placa de 96 poços foram incubados 

em estufa seca a 26ºC com os IDs durante 2, 24 ou 48 horas. Como controle positivo foi 

utilizado Anfotericina B (3 uM) (AYRES, 2007) e como controle negativo meio de cultura 

e DMSO na concentração final de 0,15% (concentração final semelhante de DMSO dos 

poços com os compostos IDs). A contagem dos parasitas foi realizada em câmara de 

Neubauer. Paralelamente, a fluorescência dos promastigotas-GFP cultivados e tratados 

em microplacas pretas foi medida em espectro-fluorimêtro (excitação: 485nm, emissão: 

528nm) Multi-Dectection Microplate Reader- Synergy HT, Bio-Tek, (USA), (COSTA et 

al.,  2011). 

 

Ensaio de toxicidade dos compostos em culturas de macrófagos peritoneais 

murinos infectadas com amastigotas de L. amazonensis 

Os macrófagos peritoneais foram coletados de fêmeas de camundongos BALB/c 

eutanasiadas e, o número de células do exsudato peritoneal foi contado em câmara de 

Neubauer, considerando-se que 50-60% das células obtidas são macrófagos 

(BARBIERI ET AL., 1993; AYRES, 2007). Utilizando-se placas de 24 poços, contendo 

lamínulas redondas de 13 mm de diâmetro previamente esterilizadas, cerca de 5 x 105 

macrófagos foram incubados durante 2 horas a temperatura ambiente. Após a adesão 

dos macrófagos nas lamínulas o exsudato foi retirado e adicionou-se meio de cultura 

199. A cultura foi mantida em estufa incubadora a 37ºC, e 5% CO2, 21% O2 (COLHONE 

et al.,  2004; ARRAIS-SILVA et al.,  2005 b). Após algumas horas, as culturas celulares 

foram infectadas com cerca de 3 amastigotas para cada macrófago (isolados de lesões 
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de camundongos, ver item “parasitas”), e incubadas durante 1 hora em estufa úmida 

com 5% CO2, 21% O2 a 37ºC. Após este período o meio de cultura foi retirado e 

adicionou-se meio de cultura fresco e os compostos a serem testados. As culturas 

foram mantidas durante mais 24 horas em estufa úmida com 5% CO2, 21% O2 a 37ºC. 

Para a avaliação do número de células, de parasitas e a porcentagem de infecção, as 

lamínulas com os macrófagos aderidos e infectados foram fixadas em metanol (10 min.) 

e coradas com Giemsa (10 min.) (GIORGIO & BARÃO, 1998) e avaliados em 

microscópio óptico. 

 

Ensaio de toxicidade dos compostos em macrófagos peritoneais murinos 

Os macrófagos peritoneais foram obtidos das fêmeas de camundongos BALB/c 

foram isolados e cultivados como no item “Ensaio de toxicidade dos compostos em 

amastigotas de L. amazonensis infectando macrófagos peritoneais murinos.” 

Entretanto, as culturas celulares não foram infectadas, mas apenas tratadas com os 

compostos IDs durante 24 horas em estufa úmida com 5% CO2, 21% O2 a 37ºC. As 

lamínulas com os macrófagos foram fixadas em metanol (10 min.) e coradas com 

Giemsa (10 min.) (GIORGIO & BARÃO, 1998). Cerca de 20 campos de cada lamínula 

foram contados e avaliados em microscópio óptico. 
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Análise estatística 

 Os dados foram analisados usando o software Statistica® versão 6.0. A análise 

de variância (ANOVA) de duas vias e o teste de Tukey para comparações múltiplas. Os 

valores foram considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p era menor 

ou igual a 0,05.  
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4 – RESULTADOS 

 

Nesse trabalho foi utilizada a L. amazonensis transfectada com o gene da GFP. 

Esse parasita é semelhante ao parasita não transfectado em relação à morfologia, 

infectividade, capacidade proliferativa e de diferenciação (COSTA et al., 2011), e foi 

usado nos ensaios, porque a quantificação de sua fluorescência pode confirmar os 

resultados de contagens de número de parasitas, realizadas em microscópio óptico. De 

fato, a diminuição do número de parasitas, observada em poços tratados com o 

farmáco anti-Leishmania, Anfotericina B, correlaciona-se positivamente com a 

diminuição da fluorescência dos parasitas tratados, detectada no espectro-fluorimêtro 

(Figura 3). A concentração de 2,8 ug/mL de Anfotericina B (3 M) foi utilizada nos 

experimentos seguintes. 

Os 17 compostos IDs foram testados quanto à capacidade de matar 

promastigotas e impedir seu crescimento (Figuras 4 a 20). Os compostos foram 

introduzidos no meio de cultura com promastigotas e depois dos tempos assinalados 

nas figuras, foi contabilizado o número de parasitas. A observação dos parasitas, 

imediatamente depois do tratamento com os IDs, não indicou mudanças morfológicas 

(dado não mostrado) e alteração no número de promastigotas. Os tempos de cultura de 

2, 24 e/ou 48 horas foram então escolhidos para os ensaios, pois permitiram a analise 

do possível efeito dos IDs na viabilidade e na capacidade proliferativa dos 

promastigotas. Em todos os ensaios os promastigotas foram também tratados com o 

solvente utilizado para dissolver os IDs, DMSO, na concentração final de 0,15%. Os 

resultados mostraram que essa concentração de DMSO não é tóxica para os parasitas 
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nem impede seu crescimento, quando as culturas de promastigotas são avaliadas as 2, 

24 e 48 horas de incubação. 

Os resultados demonstraram que vários dos compostos testados não têm ação 

tóxica em promastigotas. Os tratamentos com IDs: 01S, 02S, 16, 42, 71, 185, 186, 187, 

188, 189, 190, 191, 192 e 193 com concentrações que variaram entre 25 e 200 μM não 

alteraram o número de parasitas, após os tempos de 2, 24 e 48 horas. Em todos os 

ensaios os parasitas mantiveram-se viáveis e móveis, e com capacidade proliferativa. 

Por exemplo, na figura 5A pode-se observar que o número de parasitas tratados com 

diferentes concentrações de ID 02S é semelhante ao número de parasitas não tratados 

(0,15% DMSO) tanto às 24 horas quanto às 48 horas de cultivo. Anfotericina B, foi 

tóxico para os parasitas, às 24 horas: 0,3x107 promastigotas/ml versus 4,1X107/mL 

promastigotas sem tratamento e às 48 horas: 1,0X107 promastigotas/ml versus 4,4X107 

promastigotas/ml. Os resultados de detecção de fluorescência dos parasitas L. 

amazonensis-GFP confirmam os dados obtidos pelas contagens em microscópio óptico, 

isto é, fluorescência semelhante foi detectada em promastigotas tratados e não tratados 

com ID 02S e fluorescência reduzida em culturas de promastigotas tratados com 

Anfotericina B (Figura 5B). Resultados semelhantes foram observados com ID 71, isto 

é, os parasitas não morreram em contato com o composto e foram capazes de proliferar 

durante 48 horas (sem tratamento 2 horas: 1,2x107 promastigotas/ml, 24 horas: 3,6x107 

promastigotas/ml e 48 horas 4,2x107 promastigotas/ml e tratados com ID 71 100 μM 2 

horas: 1,2x107 promastigotas/ml, 24 horas: 3,65x107 promastigotas/ml e 48 horas 

4,1x107 promastigotas/ml (Figura 8). Os parasitas cresceram cerca de 120% tanto em 

culturas tratadas com DMSO 0,15% como tratadas com ID 71. 
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Interpretações semelhantes, isto é, nenhuma toxicidade e inibição da proliferação 

dos promastigotas, podem ser feitas para os resultados dos ensaios com os IDs 01S, 

16, 42, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192 e 193 (Figuras 4, 6, 7, 8, 11 a 19). 

Uma alternativa utilizada para avaliar os dados aqui apresentados, são gráficos 

dos perfis de número médio de promastigotas/ml ao longo do tempo, para cada 

tratamento com os compostos. Como pode ser observado na Figura 21, não há 

evidências de qualquer efeito dos tratamentos, quando levamos em consideração os 

diferentes tempos de cultivo com os compostos. Dados semelhantes foram observados 

para os IDs 01S, 02S, 16, 42, 71, 130, 185, 187 e 190. 

É possível concluir que os compostos citados acima não foram tóxicos para os 

promastigotas de L. amazonensis-GFP. 

Os ensaios com promastigotas e três dos inibidores da enzima Diidroorotato 

desidrogenase de T. cruzi mostraram resultados positivos e com padrão de curva dose-

resposta, apesar de estatisticamente somente dois deles mostrarem resultados 

significativos (ID 71S e ID 130S). O composto ID 71S (Figura 9) reduziu o número de 

parasitas em 25 a 30% (25 μM, 50 μM e 100 μM) as 24hs de tratamento. E essa 

toxicidade se manteve as 48hs; 25 μM, 50 μM e 100 μM de ID 71S reduziram o número 

de parasitas em 15%, 20% e 40%, respectivamente (Figura 9). O composto ID 130S 

(Figura 10) foi tóxico, e reduziu o número de promastigotas em 24%, com 25 μM, 40% 

(50 μM) e 42% (100 μM) após 24hs de tratamento. O número de parasitas continuou a 

diminuir as 48h de tratamento, 30%, 28% e 36% com 25 μM, 50 μM e 100 μM, 

respectivamente (Figura 10). O composto ID 195 (Figura 20) também apresentou 

tendência a apresentar atividade tóxica, reduzindo o número de parasitas em torno de 

40% (25 μM e 50 μM) e em 60% com 100 μM, após 24hs. Com 48hs de tratamento, a 
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redução do número de parasitas foi de 34%, 50% e 84% com 25, 50 μM e 100 μM, 

respectivamente, indicando que o composto é tóxico e os parasitas que não morreram 

tem dificuldade em proliferar (Figura 20). Nesses ensaios, os resultados obtidos no 

espectro-fluorimetro com os parasitas correlacionam-se com aqueles resultados de 

contagens de promastigotas, isto é, observa-se diminuição da fluorescência nos 

parasitas tratados com ID 195, comparando-se a parasitas tratados com DMSO (Figura 

20) E nesses ensaios, como nos anteriores, o tratamento com Anfotericina B, reduziu 

em cerca de 60% - 70% os promastigotas das culturas após 24hs e 48hs (Figura 20) 

 Após a avaliação dos efeitos dos compostos em promastigotas, e a seleção de 

IDs, estes foram testados em culturas de macrófagos infectados com L. amazonensis. 

Nesses ensaios a capacidade citotóxica, de entrar em células de mamífero e agir sobre 

amastigotas foram avaliadas. Primeiramente, foram observados os aspectos 

morfológicos, distribuição e número dos macrófagos em culturas tratadas com os 

compostos. Os resultados mostrados na figura 22 foram obtidos da contagem das 

células em 20 campos (aumento 1000X); quando as culturas não foram tratadas ou 

foram incubadas com DMSO (0.05%) cerca de 60-80 células foram contadas. Quando 

as culturas foram incubadas com ID 130 nas concentrações de 450, 225 e 112 uM o 

número de células em 20 campos foi de  0, 13 e 9, respectivamente, indicando que o 

composto foi bastante tóxico para os macrófagos. Resultados semelhantes foram 

obtidos para ID 71S, nas dosagens de 450, 225, e 112 uM a média foi de 1, 10,3 e 15 

células encontradas em 20 campos analisados, respectivamente. Estes dados 

confirmaram as observações das culturas em microscópio invertido (dados não 

mostrados) que indicavam culturas tratadas com menos células e com “debris”.  È 

interessante notar que em culturas de macrófagos tratadas com Anfotericina B, também 
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se observa um número menor de células em 20 campos quando comparado com o 

controle e DMSO (Figura 22). Quando avaliamos a percentagem de infecção e o 

número de amastigotas intracelulares, os dados indicam que culturas sem tratamento 

ou tratadas com DMSO têm cerca de 70% de macrófagos infectados e 5 a 6 

amastigotas por macrófago (Figura 23). O composto ID 130S reduziu a infecção dessas 

culturas, mas foi tóxica para os macrófagos. Entretanto, parte reduzida daqueles que 

continuavam vivos (cerca de 10%) estavam infectados, indicando que o composto 

penetrou nos macrófagos matando várias células, mas que muitas delas que 

continuaram vivas, estavam com menor número de amastigotas (Figura 23, ID 130 225 

μM.) Em relação aos efeitos de ID 71S, os resultados não indicaram redução da 

infecção em nenhuma das doses testadas, apesar da toxicidade para os macrófagos. 

(Figura 23). O composto ID 195 foi tóxico para os macrófagos nas concentrações mais 

altas (450, 225 e 112 M) (Figura 24). Em outro experimento demonstrou-se que em 

concentrações menores (56, 28 e 14 M) o ID 195 não foi tóxico para macrófagos, mas 

também não reduziu o número de amastigotas no interior dos macrófagos (Figura 25 A 

e B. Figura 26). 
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Figura 3. Efeito da Anfotericina B em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas 
(5X104/ poço) tratados com Anfotericina B com diferentes concentrações durante os 
tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. (B) A fluorescência de 
parasitas (107/poço) tratados durante 24 horas, foi avaliada em espectro-fluorímetro. 
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Tratamento ID 01S
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Figura 4. Efeito do composto ID 01S em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15% (0 μM ) ou o composto em diferentes concentrações 
durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. 
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Figura 5. Efeito do composto ID 02S em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas 
(107/poço) tratados com o DMSO 0,15% (0 μM) ou o  composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. (B) 
A fluorescência dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorímetro. Anfotericina B 
3 μM durante 24 horas  (triângulo vermelho)  e 48 horas (triângulo azul). 
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Tratamento ID 16
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Figura 6. Efeito do composto ID 16 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15% (0 μM ) ou o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico.  
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0

1

2

3

4

5

6

0 50 100

Concentração dos Fármacos (uM)

n
º

 p
a

ra
si

ta
s 

x
 1

07
 /

m
l

24 h 48 h Anf. B (24 e 48 h)

 

Tratamento ID 42

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 50 100

Concentração dos Fármacos (uM)

F
lu

o
re

sc
ê

n
ci

a
 x

 1
0

3

24 h 48 h Anf. B (24 e 48 h)

 
Figura 7. Efeito do composto ID 42 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 (0 μM ) ou o composto em diferentes concentrações 
durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. (B) A fluorescência 
dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorímetro. Anfotericina B 3 μM durante 24 
horas  (triângulo vermelho)  e 48 horas (triângulo azul). 
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Figura 8. Efeito do composto ID 71 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 μM) ou  o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico.  
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Figura 9. Efeito do composto ID 71S em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 μM) ou  o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. 

 Tukey: p < 0,05. 
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Figura 10. Efeito do composto ID 130S em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 μM) ou  o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. 

 Tukey: p < 0,05. 
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Figura 11. Efeito do composto ID 185 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 μM ) ou o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. 
Anfotericina B 3 μM durante 24 horas  (triângulo vermelho)  e 48 horas (triângulo azul). 
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      Tratamento ID 186
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Figura 12. Efeito do composto ID 186 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 μM) ou  o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. 
Anfotericina B 3 μM durante 2 horas  (triângulo vermelho)  e 24 horas (triângulo azul). 
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Figura 13. Efeito do composto ID 187 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 μM ) ou o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. (B) 
A fluorescência dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorímetro. Anfotericina B 
3M durante 2 horas (triângulo vermelho) e 24 horas (triângulo azul). 
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     Tratamento ID 188
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Figura 14. Efeito do composto ID 188 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % ( 0 μM ) ou o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. (B) 
 A fluorescência dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorímetro. Anfotericina B 
3 M durante 2 horas  (triângulo vermelho)  e 48 horas (triângulo azul). 
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Figura 15. Efeito do composto ID 189 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 μM ) ou o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico.  
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  Tratamento ID 190
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Figura 16. Efeito do composto ID 190 em promastigotas de L. amazonensis. (A) 
Parasitas (107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 M) ou o composto em diferentes 
concentrações durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. 
(B) A fluorescência dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorímetro. 
Anfotericina B 3 M durante 2 horas  (triângulo vermelho)  e 24 horas (triângulo azul). 
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   Tratamento ID 192

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

5

0 50 100 150 200 250

Concentração  (uM)

n
º

 p
a

ra
s

it
a

s
 1

07
 /

m
l

2 h 24 h Anf. B (2 e 24 h)

 

     Tratamento ID 192

0

10

20

30

40

50

60

70

0 50 100 150 200 250

Concentração  (uM)

In
te

n
s

id
a

d
e

 x
 1

03

2 h 24 h Anf. B (2 e 24 h)

 
Figura 18. Efeito do composto ID 192 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15% (0 M) ou o composto em diferentes concentrações 
durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. (B) A fluorescência 
dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorímetro. Anfotericina B 3 M durante 2 
horas (triângulo vermelho) e 24 horas (triângulo azul). 
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Tratamento ID 193
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Figura 19. Efeito do composto ID 193 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas 
(107/poço) tratados com o composto em diferentes concentrações durante os tempos 
assinalados foram contados em microscópio óptico. (B) A fluorescência dos parasitas 
tratados foi avaliada em espectro-fluorímetro. Anfotericina B 3 M durante 2 horas 
(triângulo vermelho) e 24 horas (triângulo azul).  
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Figura 20. Efeito do composto ID 195 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas 
(107/poço) tratados com DMSO 0,15 % (0 M) ou o composto em diferentes concentrações 
durante os tempos assinalados foram contados em microscópio óptico. (B) A fluorescência 
dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorímetro. Anfotericina B 3 M durante 2 
horas (triângulo vermelho) e 24 horas (triângulo azul). 
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Figura 21. Gráficos de perfis de números de promastigotas de L. amazonensis. Parasitas 
(107/poço) não tratados ou tratados com os IDs assinalados durante 0, 2 e 24 horas. Os 
dados são semelhantes aos mostrados nas figuras 12 a 19.  DMSO 0,15% (azul), 50 μM 
(preto), 100 μM (vermelho), 200 μM (verde), Anfotericina B 3 μM (rosa).  
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Figura 22. Efeito dos compostos em macrófagos peritoneais murinos infectados com 
amastigotas de L. amazonensis. Cerca de 5 x 105 macrofagos por lamínula foram 
infectados com amastigotas e tratados com: 1-meio, 2-DMSO 0,15%, 3-ID 130 450 μM, 
4-ID 130 225 μM, 5-ID 130 112 μM, 6-ID 71 450 μM, 7-ID 71S 225 μM, 8-ID 71S 112 
μM, 9-Anfoterina B durante 24 horas. O número de macrófagos (infectados ou não) 
foram contados em 20 campos.  
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Figura 23. Efeito dos compostos em macrófagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de L. 
amazonensis. Cerca de 5 x 105 macrofagos por lamínula foram infectados com amastigotas e tratados 
com: 1-meio, 2-DMSO 0,15%, 3- ID 71S 225 μM, 4-ID 71S 112 μM, 5- ID 130S 225 μM, 6-ID 130S 112 
μM, 7-Anfoterina B, durante 24 horas. A % de macrófagos infectados (A) e amastigotas intracelulares (B) 
foram analisados em lamínulas coradas com Giemsa.  
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Figura 24. Efeito do composto em macrófagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de L. 
amazonensis. Cerca de 5 x 105 macrófagos por lamínula foram infectados com amastigotas e tratados 
com: 1-DMSO 0,15%, 2- ID 195 450 μM 3-ID 195 225 μM, 4-ID 195 112 μM, durante 24 horas. A % de 
macrófagos infectados (A) e amastigotas intracelulares (B) foram analisados em lamínulas coradas com 
Giemsa.  
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Figura 25. Efeito do composto em macrófagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de L. 
amazonensis. Cerca de 5 x 105 macrófagos por lamínula foram infectados com amastigotas e tratados 
com: 1-DMSO 0,15%, 2- ID 195 56 μM 3-ID 195 28 μM, 4-ID 195 14 μM, durante 24 horas. A % de 
macrófagos infectados (A) e amastigotas intracelulares (B) foram analisados em lamínulas coradas com 
Giemsa.  
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Figura 26. Efeito dos compostos em macrófagos peritoneais murinos infectados com 
amastigotas de L. amazonensis. Cerca de 5 x 105 macrofagos por lamínula foram 
infectados com amastigotas e tratados com:  1-DMSO 0,15%, 2-ID 195 56 μM, 3-ID 195 
28 μM, 4-ID 195 14 μM. O número de macrófagos (infectados ou não) foram contados 
em 20 campos 
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5 - DISCUSSÃO 

 O principal objetivo deste trabalho foi testar compostos sintéticos de enzima do 

metabolismo no parasita L. amazonensis. Esses compostos são inibidores de enzimas, 

importantes no metabolismo de células eucariotas, e foram desenhados e 

desenvolvidos com métodos e ferramentas da Química Medicinal e Informática e 

sintetizado com base na analise das estruturas das enzimas e seus ligantes (ROCHA, 

2010; PINHEIRO, 2012).  

Os compostos sintéticos usados nesse trabalho inibem várias enzimas 

envolvidas no metabolismo, a saber: os IDS 187, 189, 190 e 191, inibem a enzima do 

complexo II da cadeia respiratória de Saccharomyces. O ID42 inibe a enzima cruzaína 

que é uma cisteína proteinase especifica de T. cruzi. ID 188 inibe adenosina-deaminase 

de Saccharomyces. Os IDs 01S, 71, 71S, 130S e 195 inibem a diidroorotato 

desidrogenase, e ID 16 inibe a enzima gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase do T. 

cruzi. A ligação desses inibidores com as enzimas do complexo II da cadeia respiratória 

e adenosina-deaminase de Leishmania não foram estudadas. Mas esses inibidores das 

enzimas gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase e diidroorotato desidrogenase, tem 

afinidades (Ki) pelas enzimas do T. cruzi em concentrações inferiores a 80 μM, e são 

caracterizados pelo baixo peso molecular; motivo pelo qual avaliamos doses entre 25 e 

200 μM, pois nessa faixa de concentração deverá ocorrer ligação do inibidor (ID) com a 

enzima. Os inibidores da gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase do T. cruzi foram 

inativos contra a enzima gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase humana, em 

concentrações variando entre 100 e 500 μM, sugerindo que esses inibidores devem ter 

ação especifica nos parasitas (ROCHA, 2010).  
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Considerando-se a similaridade nas sequências de aminoácidos das enzimas 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase e diidroorotato desidrogenase de T. cruzi e 

Leishmania, e a importância também das outras enzimas do metabolismo para a 

sobrevivência de células eucariotas, é relevante testar os inibidores nos parasitas 

(CHELESKI et al.,  2011). Os dados aqui mostrados indicam que do total de 17 

compostos testados, 14 não apresentaram efeito em promastigotas de L. amazonensis. 

Não há dados na literatura com esses inibidores sintéticos de enzimas, em cultura de 

células, para a comparação com os resultados. Mas alguns compostos com ação 

comprovada, por exemplo, na enzima gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase, alguns 

complexos de rutênio, mostraram efeito tóxico em formas tripomastigotas do T. cruzi, 

após 24 horas de tratamento (SILVA et al.,  2010). PINHEIRO e colaboradores também 

indica efeito leishmanicida de alguns inibidores da diidroorotato desidrogenase, mas 

não foram os inibidores utilizados em nosso trabalho (PINHEIRO et al., 2012). Os 

outros compostos nunca foram testados com o parasita.  

Os compostos IDs foram dissolvidos em solvente DMSO, e esse não foi tóxico 

para os parasitas na concentração final de 0,15%, como já mostrado na literatura. Lima 

e colaboradores demonstraram que DMSO 0.1% não afetava culturas de promastigotas 

e amastigotas extracelulares de L. amazonensis (LIMA et al.,  2009). Os testes para 

avaliar os IDs foram escolhidos porque possibilitam responder duas questões sobre os 

compostos a serem testados: IDs matam promastigotas? IDs impedem a proliferação 

dessa forma do parasita? Com essas respostas, é possível a seleção dos compostos 

para ensaios com amastigotas intracelulares. A contagem juntamente com outro dado 

quantitativo são sugeridos para esse tipo de analise (BERMAN, 1997; LIMA et al.,   

2009).  Nesse trabalho utilizamos a L. amazonensis transfectada com o gene da GFP, 
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parasita semelhante ao não transfectado, em relação a morfologia, infectividade, 

capacidade proliferativa e de diferenciação (COSTA et al., 2011). Esse parasita 

possibilita a detecção da fluorescência, isto é, promastigotas íntegros são fluorescentes, 

enquanto que os poços de placas de culturas com parasitas morrendo ou, em menor 

número, tem fluorescência reduzida. Os dados mostrados na figura 3 confirmam essa 

observação e também os resultados de COSTA e colaboradores (2011). Assim, os 

ensaios usados neste trabalho dão indicação segura da ação dos compostos. Enquanto 

a toxicidade não foi observada em 14 IDs, a atividade leishmaniostática, isto é, a 

capacidade de inibir a proliferação, também não foi detectada. Considerando-se que há 

compostos ou intervenções que não matam microorganismos, mas impedem seu 

crescimento, avaliamos essa possibilidade. Por exemplo, GRANT e colaboradores 

mostraram que inibidores da quinase dependente da ciclina CRK3 inibem a proliferação 

de promastigotas de L. mexicana, causando alteração no conteúdo de DNA e o 

aparecimento de formas aberrantes nas culturas (GRANT et al., 2004. ARRAIS-SILVA 

2005 a) e colaboradores demonstraram que exposição de promastigotas de L. 

amazonensis a oxigenação hiperbárica, dependendo do tempo, pode alterar a 

capacidade proliferativa dos parasitas. 

As explicações para os resultados negativos com 14 dos IDs testados, em 

diferentes tempos, podem ser várias. Alguns dos compostos, tais como o ID 42 é 

inibidor da enzima cruzaína, expressa exclusivamente em T. cruzi, e assim não era 

esperada ação em Leishmania, que não tem a enzima. Inibidores de enzimas 

envolvidas no metabolismo, mas com ligação nas moléculas de Saccharomyces 

poderiam ter algum efeito em Leishmania, que expressam também essas enzimas, mas 

com homologia não conhecida. Entretanto, os IDs não tiveram efeito, ou devido a não 
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similaridade química das enzimas de fungo e Leishmania, ou devido a incapacidade de 

alguns dos compostos de penetrarem na membrana do promastigota ou da organela 

que contém as enzimas. Os tempos selecionados, 2, 24 e 48 horas de tratamento, 

possibilitaram a analise de um possível efeito tardio nos parasitas. Alternativamente, 

pode-se sugerir que os compostos não foram tóxicos porque o metabolismo da glicólise, 

em fungo, Leishmania e T. cruzi, podem ser diferentes tanto na cinética enzimática 

como na estrutura química das várias enzimas, por exemplo; e esses inibidores não 

seriam tão efetivos em se ligar as enzimas dos promastigotas. Alternativamente pode-

se considerar que, pelo fato desses compostos serem relativamente instáveis em pH 

acima de 7.0, (ROCHA, comunicação pessoal) sua atividade em culturas celulares com 

algumas mudanças no pH durante os dias de ensaio, possa ter contribuído para os 

resultados negativos de muitos IDs.  

Os compostos que apresentaram efeito tóxico nos promastigotas foram IDs 71S, 

130S e 195, apesar da analise estatística mostrar que somente os resultados referentes 

a ID 71S e ID 130S são significativos. Esses compostos são inibidores sintéticos da 

diidroorotato desidrogenase, enzima que tem peso molecular de aproximadamente 28 

kDa, e pode ser citosólica ou localizada nas mitocôndrias.  Esses resultados, mostrando 

efeito tóxico em promastigotas, eram inferidos, considerando-se que a enzima 

diidroorotato desidrogenase de tripanosomatídeos é uma proteína conservada em 

Leishmania em termos de estrutura e função e assumindo características similares em 

termos de maquinário metabólico. Os IDs 01S, 71 também são inibidores diidroorotato 

desidrogenase, mas não apresentaram efeitos tóxicos; pode-se sugerir que não foram 

competentes em penetrar na célula ou não se ligaram efetivamente com a enzima in 

vivo.  
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Em relação ao efeito tóxico dos IDs 71S, 130S e 195, observa-se um padrão 

dose-resposta; assim como o efeito do tempo nos tratamentos. O composto ID 71S foi 

tóxico após 24 horas de tratamento, mantendo-se assim às 48 horas de cultura (Figura 

9), o ID 130S foi efetivo às 24 horas e o número de promastigotas foi reduzido também 

às 48 horas, sugerindo que além de matar os parasitas, os promastigotas sobreviventes 

não proliferaram com doses de 100 μM (Figura 10). O ID 195 (50 e 100 μM) foi tóxico 

para os promastigotas às 24 horas de cultura e também teve efeito anti-proliferativo nos 

parasitas sobreviventes (Figura 20). 

Após a seleção dos compostos tóxicos para promastigotas, foram realizados 

ensaios com macrófagos infectados com amastigotas de L. amazonensis. Nesses 

experimentos o objetivo era avaliar a capacidade de penetração dos compostos nos 

macrófagos e nos vacúolos parasitóforos onde estão localizados os amastigotas. Esse 

modelo in vitro, é amplamente utilizado para analise de fármacos, atividade de 

citocinas, e ativadores de macrófagos (BERMAN, 1997, AYRES et al.,  2008). Os dados 

mostraram que os compostos ID 130S e ID 71S reduziram a infecção das culturas de 

macrófagos, isto é, menos % de células infectadas foram contadas. Entretanto, os 

compostos foram tóxicos para os macrófagos; resultados semelhantes foram obtidos 

com ID 195. A explicação para esses resultados devem estar relacionadas à ligação 

efetiva desses inibidores da enzima diidroorotato desidrogenase do macrófago de 

camundongo, que está localizada no citoplasma e nas mitocôndrias da célula, e assim, 

talvez mais acessível que a enzima do amastigota que está dentro do vacúolo 

parasitofóro. O ID 195 não foi tóxico para macrófagos e amastigotas em concentrações 

menores (56, 28, 14 μM), sugerindo que esse inibidor em baixas concentrações não 

penetra nas células. Vale salientar que Anfoterina B, fármaco usado no tratamento da 
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leishmaniose, apesar de reduzir a carga parasitária da cultura de macrófagos, também 

foi tóxica para as células, apesar de em menor grau quando se compara com os IDs, 

esses dados foram observados também por outros pesquisadores (AYRES et al.,  

2008). Mais estudos serão necessários para a síntese de novos inibidores que não 

apresentem efeitos tóxicos nas células hospedeiras da Leishmania. 
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6 – CONCLUSÕES 

 

Os inibidores da Diidroorotato desidrogenase (T. cruzi), ID71S, ID130S e ID195, 

tiveram atividade leishmanicida em formas promastigotas.  

Em formas amastigotas os inibidores ID 71S e 130S  reduziram  a porcentagem 

de macrófagos infectados nas concentrações de 225 µM. 

Em concentrações mais altas estes compostos (ID 71S, 130S e 195) foram 

tóxicos para os macrófagos, mas modificações químicas poderiam diminuir esta 

toxicidade dos inibidores. 

Estudos com inibidores de enzimas ligadas ao metabolismo, assim como, testes 

com distintas formas do parasita (amastigota e promastigota) constituem ferramentas 

promissoras no tratamento da leishmaniose. 
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ANEXO I – CÓPIA DO PROTOCOLO CEUA 

 


