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RESUMO 

 

As leishmanioses são doenças negligenciadas causadas por protozoários do gênero Leishmania, 

que provocam grande impacto na saúde pública de países em desenvolvimento. A quimioterapia 

disponível ainda é limitada e apresenta importantes limitações; portanto, é prioritária a pesquisa 

e descoberta de novos fármacos com potencial leishmanicida. Nesse contexto, os ensaios de 

alto conteúdo (HCS) vem sendo empregados eficientemente nas fases iniciais do 

desenvolvimento de fármacos, para identificação de moléculas candidatas com atividade anti-

Leishmania. Apesar das vantagens, essa metodologia ainda apresenta baixas taxas de hits e de 

confirmação, quando comparada a modelos de outras doenças, e alta taxa de falhas quando os 

compostos são testados em modelos in vivo. Além disso, os protocolos de HCS vem sendo 

empregados para um número limitado de cepas de Leishmania, geralmente L. donovani, embora 

espécies/cepas possam diferir drasticamente em termos de infecção e suscetibilidade aos 

fármacos. Dessa forma, focado em protocolos de HCS previamente publicados, um ensaio 

baseado em imagem foi desenvolvido e otimizado, para a triagem de compostos contra 

amastigotas intracelulares de diferentes cepas/espécies viscerais de Leishmania. Para cada 

espécie/cepa, estabeleceu-se o modelo biológico, determinando-se as melhores condições de 

cultivo para célula hospedeira e parasita, infecção e período de exposição aos compostos, e 

padronizou-se o método de análise de imagem através do software comercial. Entre as 

cepas/espécies estabelecidas, houve diferenças no perfil de infecção, em termos de taxa de 

infecção, número de parasitas intracelulares e taxa de multiplicação celular; bem como na 

atividade de compostos referência: enquanto a anfotericina B apresentou atividade consistente 

contra as cepas, a miltefosina mostrou atividade dependente da cepa, com valores de EC50 

entre 0,4 e 7,6 µM. O mesmo perfil de variação dependente da cepa ocorreu na dinâmica de 

atividade dos compostos referência, na triagem de bibliotecas e na atividade dos hits 

selecionados; evidenciando, assim, a importância da expansão do portfólio de ensaios in vitro 

para Leishmania. Através da metodologia estabelecida, a prospecção de candidatos a fármacos 

foi realizada, utilizando diferentes abordagens: triagem de bibliotecas de extratos naturais e 

compostos sintéticos, reposicionamento de fármacos e combinação terapêutica. Destacam-se os 

resultados obtidos através: (i) da biblioteca Hypha Mycodiverse, da qual foram identificados 

cinco compostos purificados com atividade anti-Leishmania promissora (EC50 ≤ 1,3 µM), (ii) 

das coleções de compostos/extratos de diferentes colaboradores, com classes terapêuticas e 

químicas inéditas ou pouco exploradas, tais como marinoquinolinas, chalconas e belzil-farnesil 

aminas, e candidatos potenciais (EC50 < 10 µM), representando moléculas e scaffolds iniciais 

para otimização química, (iii) da biblioteca comercial LOPAC, da qual o composto nitro 

CB1954 apresentou atividade de amplo espectro: contra as diferentes cepas e formas do ciclo 

de vida do parasita e contra outros tripanossomatídeos, com valores de EC50 na grandeza de 

nano e micro molar, e (iv) da combinação terapêutica, na qual o inibidor de calpaína MDL28170 

apresentou perfil sinérgico em associação com anfotericina e miltefosina. Conclui-se que a 

metodologia estabelecida representa uma importante contribuição para os processos iniciais do 

desenvolvimento de fármacos, sendo que os candidatos identificados nesse trabalho poderão 

ser explorados futuramente como alternativa de terapia para leishmanioses.  



ABSTRACT 
 

Leishmaniasis are neglected diseases caused by protozoan parasites of genus Leishmania, 

which lead to severe impact in public health of developing countries. The available 

chemotherapy is still inadequate and presents important limitations; therefore, the research and 

the discovery of new leishmanicidal drugs must be prioritized. In this context, the high content 

screenings (HCS) have been applied efficiently in the early drug development, for identification 

of candidate molecules with anti-Leishmania activity. Despite the advances, the methodology 

still has several drawbacks such as low ratio of hits and confirmation, compared to others 

diseases models, and high number of failures, when compounds are assessed in in vivo assays. 

Additionally, HCS protocols have been developed, to the date, for a limited number of 

Leishmania species, mostly L. donovani, although different species/strains may diverge 

dramatically in regard to drug susceptibility. Therefore, focused on HCS protocols previously 

published, an image-based assay was developed and optimized, in order to screen compounds 

against intracellular amastigotes of distinct Leishmania species and strains. For each 

species/strain, the biological model was established by determining the best conditions of host 

cell and parasite culture, infection and period of drug exposition; and an image analysis method 

was standardized using a commercial software. Among the strains/species established, 

differences were observed in the general infection parameters, in terms of infection ratio, 

intracellular amastigotes number and multiplying amastigotes ratio; also, diverging results were 

verified for reference compounds activity: while amphotericin B presented consistent activity 

against strains, miltefosine showed strain-dependent activity, with EC50 values from 0.4 to 7.6 

µM. The strain-specific profile also occurred in the activity dynamics of reference compounds, 

in libraries screening and in the activity of selected hits, confirming the importance of 

expanding the in vitro Leishmania portfolio. Throughout this methodology, candidates’ 

prospections were performed within different screening approaches: triage of libraries 

containing natural products and synthetic compounds, drugs repurposing and drugs 

combination. Among the results, we highlight: (i) Hypha Mycodiverse library, from which we 

identified five purified compounds with promising anti-Leishmania activity (EC50 ≤ 1.3 µM), 

(ii) Compounds and extracts collections from collaborators, from which we discovered new 

chemical and therapeutic classes, such as marinoquinolines, chalcones and belzil-farnesil 

amines, and potential candidates (EC50 < 10 µM), representing molecules and scaffolds for 

chemical optimization, (iii) LOPAC library screening, from which we selected the nitro 

compound CB1954, that presented a broad-spectrum activity: against distinct strains and life 

cycle forms of Leishmania and others trypanosomatids, with EC50 values from nano to micro 

molar and (iv) drugs combination, in which the calpain inhibitor MDL28170 present synergic 

effect in association with amphotericin B and miltefosine. We concluded that this novel 

methodological approach represents an important contribution for early stage anti-Leishmania 

drug discovery and the candidates identified can be further explored as an alternative for 

Leishmaniasis therapy. 
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1. Introdução 

 

1.1. Leishmanioses: aspectos gerais e epidemiologia 

 

As leishmanioses são, atualmente, algumas das doenças negligenciadas que mais 

despertam a atenção para a saúde pública. A Organização Mundial da Saúde (OMS) as 

classificou como emergentes e descontroladas, estimando em 2 milhões o número de pessoas 

infectadas por ano. Desse número, 500 mil casos são de leishmaniose visceral (LV) e mais de 

um milhão de casos representam a forma tegumentar e suas divisões clínicas. Atualmente, cerca 

de 350 milhões de pessoas, em 98 diferentes países, estão em áreas de risco, sendo que destas, 

12 milhões estão infectadas. No entanto, esses números ainda são bastante subestimados, visto 

que em algumas regiões não se tem dados de epidemiologia atualizados ou disponíveis. Além 

disso, em apenas 33 dos 98 países afetados, a notificação de casos é obrigatória e, não muito 

raramente, pacientes vem a óbito antes da doença ser diagnosticada. Enquanto que as áreas de 

maior prevalência para LV são Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal e Sudão (que 

representam 90% dos casos); os países com maiores concentrações de casos leishmaniose 

cutânea (LC) e leishmaniose muco-cutânea (LMC) são Afeganistão, Arábia Saudita, Bolívia, 

Brasil, Irã, Peru, Síria e Sudão (WHO, 2010; Alvar et al., 2012; WHO, 2013). A figura 1 ilustra 

o número de casos reportados de ambas formas da doença, segundo o último levantamento 

realizado em 2015 (WHO, 2016a, 2016b) 
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Figura 1. Distribuição geográfica mundial de casos de leishmaniose tegumentar (acima) 

e leishmaniose visceral (abaixo) reportados no ano de 2015, segundo a OMS. As cores 

do gráfico fazem referência ao número de novos casos, como indicado pela legenda. Fonte: 

adaptado de WHO,2016. 

 

 

A distribuição das leishmanioses é dinâmica, o que significa que a maioria das áreas 

endêmicas passam por significativas flutuações de incidência ao longo do tempo. 

Recentemente, por exemplo, em países como Colômbia, Nicarágua e Paquistão, foi registrado 

aumento significativo no número de casos de LC, enquanto que Etiópia e Sudão sofreram 

epidemias da forma visceral da doença em áreas antes não reportadas. No entanto, de maneira 

geral, a doença vem sofrendo expansão geográfica no decorrer dos anos e isso está se dando, 

principalmente, à migração de pessoas para áreas endêmicas e ao processo de expansão da área 

urbana. (WHO, 2010; WHO, 2013).   

Considerando o impacto mundial da doença, é estimado entre 20 e 40 mil o número 

de mortes anualmente causadas por LV, que ocorrem principalmente na Índia, no sudeste 
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asiático e na região sul do Sudão, onde casos com alta taxa de fatalidade são frequentes. Já para 

a LC, esse impacto não está claramente elucidado, uma vez que os indivíduos afetados pela 

doença moram principalmente em áreas remotas e/ou tem acesso restrito à assistência médica. 

No entanto, as formas cutâneas possuem um papel psicossocial importante, visto que devido as 

deformidades e complicações causadas pela doença, os pacientes podem frequentemente ser 

excluídos do convívio social ou afastados do ambiente de trabalho (WHO, 2013). 

No Brasil, as LC e LMC são amplamente distribuídas em seu território, sendo que 

o país apresenta a maior concentração de casos da América Latina. Em 2003, casos autóctones 

haviam sido registrados em 27 estados brasileiros. No entanto, apesar do grande número de 

casos (aproximadamente 20 mil, em 2015), a doença não apresentou expansão desde 2000. Os 

estados de maior incidência são: Bahia, Pará, Maranhão, Mato Grosso e Minas Gerais 

(SINAN/SVS/MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016) . Quando à LV, um aumento no número de 

casos foi notado a partir da década de 90, destacando -se os estados da Bahia, Ceará, Maranhão 

e Minas Gerais. No ano de 2015, foram reportados 3.289 casos confirmados da doença, sendo 

que a região Nordeste somou 55% dos registros (SINAN/SVS/MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2016). Segundo o último relatório da OMS, publicado em 2016, o Brasil é o único país que 

possui altas cargas de ambas manifestações: visceral e tegumentar (WHO, 2016).  

As leishmanioses são doenças as quais a epidemiologia dependerá de diversos 

fatores, tais como: espécies do parasita e do vetor, as características ambientais das regiões de 

transmissão, a exposição da população ao agente etiológico no passado e o comportamento 

humano. Em diversos focos da doença, tais como Afeganistão, Brasil e Irã, as leishmanioses 

são antropozoonoses e, nesses casos, a inserção do homem em ciclos silvestres (como zonas 

rurais) poderia resultar em um maior risco de infecção. Entretanto, em outras regiões, como 

Bangladesh, Índia e Nepal, a transmissão é antroponótica e, por isso, o tratamento de indivíduos 

infectados é um aspecto chave para o controle da doença (WHO, 2010). 

Outro fator importante na epidemiologia da doença é a leishmaniose canina, na qual 

os cães atuam como hospedeiros (assim como os humanos) e reservatórios. Em áreas endêmicas 

da América Latina, Mediterrâneo e Ásia Central, onde as leishmanioses são primeiramente 

zoonoses, esses animais possuem papel claro na manutenção e transmissão do parasita de 

Leishmania, no ciclo doméstico. É principalmente causada pela espécie L. infantum, tendo, 

portanto, maior impacto na manifestação visceral da doença. Nos cães susceptíveis, a doença 

se manifesta de forma severa, caracterizada por sinais viscerais e cutâneos; no entanto, é 

estimado que 85% dos animais infectados sejam assintomáticos (revisado por Alvar et al., 2004; 

revisado por Gradoni, 2015).  
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Outros fatores que estão relacionados ao aumento do risco de infecção por 

Leishmania são (WHO, 2010):  

(i) Aspectos socioeconômicos, uma vez que condições de saneamento básico 

precárias podem elevar o número de vetores na região e uma nutrição 

escassa em nutrientes pode levar ao um sistema imunológico debilitado; 

(ii) Má-nutrição, pois a falta de elementos nutricionais como proteínas, ferro e 

vitamina A aumentam o risco de infecções progredirem para manifestações 

mais severas; 

(iii) Migração populacional, pela introdução de pessoas não imunizadas em 

áreas endêmicas e em regiões antes não urbanizadas; 

(iv) Mudanças ambientais e climáticas, nas regiões dos extremos, pelo 

favorecimento de condições apropriadas para o vetor.  

 

1.2. Leishmania: uma breve revisão acerca do parasita 

 

As leishmanioses são causadas por protozoários ao gênero Leishmania, família 

Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida. São organismos unicelulares flagelos, que se 

apresentam em diversas formas morfológicas durante seu ciclo de vida, sendo as principais 

delas: (i) promastigota, o qual possui forma alongada e flagelo livre bem evidente, apresenta 

motilidade, é extracelular e está presente nos vetores invertebrados e (ii) amastigota, o qual 

possui morfologia ovalada, apresenta flagelo interiorizado, não possui motilidade, é intracelular 

obrigatório e está presente nos hospedeiros vertebrados. Embora os parasitos sofram 

importantes processos de diferenciação ao longo do ciclo de vida, uma estrutura bastante típica 

é mantida: o cinetoplasto, o qual consiste em uma mitocôndria única, contendo um aglomerado 

de moléculas de DNA circulares, denominado kDNA (revisado por Liu et al., 2005; Bañuls, 

Hide & Prugnolle, 2007; Rey, 2008).  

O gênero Leishmania é subdivido em três grandes subgêneros: Leishmania, 

SaroLeishmania e Viannia, compreendendo mais de 50 espécies, as quais são classificadas 

baseando-se em: distribuição geográfica, vetor associado, manifestação clínica e parâmetros 

genéticos e enzimáticos. As áreas de distribuição da doença tem sido classificadas em “Novo 

Mundo”, quando localizada nas Américas, e “Velho Mundo”, quando se trata da África, Ásia e 

Europa. Enquanto que todo o subgênero Viannia foi isolado no Novo Mundo e o subgênero 

SaroLeishmania foi isolado no Velho Mundo, as espécies do subgênero Leishmania foram 

identificadas no Velho e/ ou Novo Mundo (WHO, 2010; Bañuls, Hide & Prugnolle, 2007; 
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Akhoundi et al., 2016).  

Das espécies catalogadas, aproximadamente 20 são patogênicas em humanos, 

sendo parasitas heteroxenos, alternando seu ciclo biológico entre insetos vetores e mamíferos 

(figura 2a). A transmissão se dá, principalmente, quando vetores infectados (flebotomíneos 

fêmeas do gênero Phlebotomus, presentes na África, Ásia e Europa; e do gênero Lutzomyia, 

presentes nas Américas Central e do Sul) injetam os parasitas flagelados (figura 2b), 

denominados promastigotas metacíclicos, nas camadas subdermais da pele do hospedeiro 

durante a alimentação. Os promastigotas caem na corrente sanguínea e então sofrem fagocitose 

por células fagocíticas mononucleares. Sabe- se que parasitas do gênero Leishmania são 

direcionadas para os fagolisossomos (ou vacúolos digestivos) e, nesses compartimentos, se 

diferenciam para o estágio não-flagelado de amastigotas (Figura 2c). Essas formas, por sua 

vez, sofrem divisões celulares e são liberados na corrente sanguínea, onde poderão infectar 

novas células fagocíticas ou serem capturados pelo inseto flebotomíneo. Já no trato digestório 

do inseto, as formas amastigotas se diferenciam em promastigotas, dando continuidade ao ciclo 

de transmissão do parasita (Handman, 1999; Sacks & Kamhawi, 2001; Kaye & Scott, 2011; 

revisado por Esch & Petersen, 2013).  
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Figura 2. Parasitas do gênero Leishmania (a) Ciclo de vida do parasita Leishmania, 

demonstrando os estágios no vetor flebotomíneo e no hospedeiro vertebrado, nesse caso o 

humano. Fonte: adaptado de CDC, 2013. (b) Lâmina corada com giemsa mostrando as 

formas extracelulares e flageladas: promastigotas (100x) e (c) Lâmina corada com giemsa 

apresentando macrófagos infectados com amastigotas intracelulares (40x). A seta indica 

parasitas em divisão celular. Fonte: Keas, 1999. 

 

 

Quanto às relações parasito-hospedeiro, após a entrada no organismo do hospedeiro 

vertebrado, promastigotas de Leishmania devem sobreviver à exposição de inúmeros 

componentes do sangue, como o sistema complemento, e de células do sistema imune presentes 

na pele. Embora estudos recentes reportarem que promastigotas metacíclicos e amastigotas são 

significantemente mais resistentes ao sistema complemento e possuem maior infectividade, 

uma rápida infecção bem-sucedida a células hospedeiras pode significar a sobrevivência do 

parasita (Sacks & Perkins, 1984; Brittingham et al., 1995; revisado por Saporito et al.; 2013). 

O parasita de Leishmania tem a capacidade de interagir e infectar uma ampla 

variedade de tipos celulares; no entanto, o modelo clássico de infecção se dá em macrófagos. 
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A fagocitose das formas promastigotas pelas células hospedeiras ocorre em um processo 

clássico mediado por receptor, envolvendo uma série de moléculas tanto do parasita quando da 

célula hospedeira. Considerando o parasito, diversos estudos apontam a proteína GP63 como 

molécula-chave no reconhecimento do parasita pelas células, no início da fagocitose e na 

sobrevivência dos parasitos intracelulares (Brittingham et al., 1995; revisado por de Morais et 

al., 2015; D. Liu & Uzonna, 2012). 

No entanto, dependendo da via de ativação, os macrófagos são as principais células 

efetoras responsáveis pela eliminação de parasitos intracelulares, incluindo a Leishmania. Uma 

vez que são ativados, uma cascata de vias enzimáticas e metabólicas é desencadeada, tendo 

como resultado a acidificação dos fagolisossomos, a liberação de espécies reativas de oxigênio 

e a produção de óxido nítrico.  Por isso, parasitos de Leishmania necessitam dispor de um vasto 

arsenal de estratégias para manipular as vias de ativação dos macrófagos, a fim de resistir a esse 

micro - ambiente hostil e completar seu ciclo de vida (diferenciação e multiplicação). A própria 

diferenciação dos promastigotas para amastigotas dentro das células hospedeiras já é entendida 

como um mecanismo de evasão, visto que essas formas suportam melhor compartimentos 

ácidos e são resistentes à lise enzimática por hidrolases lisossomais. Além disso, já foi reportado 

que os amastigotas são capazes de modular processos como a inibição da produção de óxido 

nítrico, evitando o estresse oxidativo, a inibição da produção de citocinas inflamatórias, a 

inibição da apresentação adequada de moléculas em células apresentadoras de antígenos, entre 

outros eventos (revisado por de Morais et al. 2015).  

 

1.3.  Leishmanioses: o amplo espectro de manifestações clínicas 

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças que abrangem um amplo espectro de 

manifestações clínicas, variando de casos assintomáticos até letais. O perfil e o curso da 

infecção por Leishmania, bem como a manifestação clínica associada, é um processo bastante 

complexo que consta de um vasto número de variáveis. É uma interação que dependerá não só 

de fatores intrínsecos do hospedeiro, como o sistema imunológico e as características genéticas 

(Blackwell et al., 2009; Jeronimo et al., 2007; Sakthianandeswaren, Foote, & Handman, 2009; 

Singh et al., 2012), mas também de fatores inerentes ao parasito, como a virulência das 

diferentes espécies e cepas (Naderer, Vince & McConville, 2004), e a fatores do vetor (Warburg 

et al., 1994; Maia et al., 2011; revisado por McCall et al., 2013).  

Entre as diferentes manifestações clínicas, as principais são caracterizadas: (i) por 

úlceras pontuais na pele (leishmaniose cutânea – LC), (ii) pela degeneração das mucosas 
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(leishmaniose muco-cutânea – LCM) e (iii) por infecções sistêmicas (leishmaniose visceral – 

LV) (Desjeux, 2004; Piscopo & Mallia Azzopardi, 2007; Kevric, Cappel & Keeling, 2015). A 

seguir, uma breve descrição acerca de cada uma delas.  

 

1.3.1.  Leishmaniose cutânea 

 

A leishmaniose cutânea é a mais comum das manifestações clínicas e se caracteriza 

por uma ou mais lesões na pele do indivíduo. Inicia-se como pequenas pápulas eritematosas, 

geralmente na região da picada do vetor flebotomíneo, as quais vão progredindo de tamanho 

até se tornarem lesões ulceradas. O período de incubação até a aparição dos primeiros sintomas 

pode variar de duas semanas a vários meses, dependendo da espécie do parasita e da localização 

geográfica (revisado por Kevric, Cappel & Keeling, 2015).  

No “Velho Mundo”, a doença é causada principalmente por cinco espécies: L. 

infantum, L. tropica, L. major, L. aethiopica e L. donovani, sendo que as infecções se resolvem 

espontaneamente dentro de um ano. Já no “Novo Mundo”, é causada por múltiplas espécies dos 

dois subgêneros Leishmania e Viannia, as quais vão apresentar quadros clínicos variáveis: 

enquanto que nas infecções causadas por L. mexicana ocorrem cura espontânea dentro de 4 

meses, para as espécies de L. brasiliensis, L. panamensis e L. peruviana, a resolução da infecção 

pode levar um período de 6 meses (WHO, 2010). 

Quadros de leishmaniose cutânea podem evoluir para formas mais severas, tais 

como: difusa, disseminada e recidivante. A manifestação difusa, comumente associada a L. 

amazonensis, caracteriza-se pela disseminação de nódulos por toda a extensão do corpo do 

indivíduo. Nesses casos, pode-se observar um alto número de parasitos nas lesões, que parece 

ser devido à resposta imunológica deficiente. Além disso, os pacientes são frequentemente não 

responsivos a tratamentos. A forma disseminada, por sua vez, causada por L. amazonensis e L. 

braziliensis, apresenta-se como múltiplas lesões papulares, principalmente em regiões como 

cabeça e tronco; enquanto que a manifestação recidivante, causada por espécies do “Velho 

Mundo”, leva a um quadro de cronicidade, com a formação de uma lesão única na face do 

indivíduo (Convit et al., 1993; Hajjaran et al., 2013; revisado por Hartley et al., 2014).  

 

1.3.2. Leishmaniose muco-cutânea 

 

O termo “Muco-cutâneo” é empregado corretamente apenas no “Novo Mundo”, 

sendo essa manifestação causada principalmente por L. braziliensis e L. panamensis. Essas 
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espécies possuem a capacidade de causar metástase nos tecidos de mucosa, na região da boca 

e do trato respiratório superior, pela disseminação de parasitas via sistema linfático ou 

circulatório. Acredita-se que esta forma da doença seja uma sequela severa da leishmaniose 

cutânea e que ocorre em cerca de 1 – 10% dos indivíduos infectados. O período entre a forma 

cutânea e a manifestação nas mucosas pode variar de alguns meses a anos depois da cicatrização 

das lesões da pele (WHO, 2010; revisado por Marra, Chiappetta & Vincenti, 2014).  

Os casos mais comuns da doença se apresentam como lesões no septo cartilaginoso 

nasal, que progridem para ulceração da mucosa e posterior perfuração do septo. Outras 

manifestações mais severas da leishmaniose muco-cutânea podem envolver lábios, palato, 

faringe, laringe, entre outras regiões do rosto; sendo que, os estágios mais avançados da doença 

podem levar à severa mutilação, com obstrução e destruição dos órgãos(Marsden, 1986; WHO, 

2010; Diniz, Costa, & Gonçalves, 2011).  

Outros agravantes são: (i) rara cura espontânea da leishmaniose muco-cutânea, (ii) 

difícil tratamento, uma vez que frequentemente pacientes não respondem às terapias 

disponíveis e (iii) infecções oportunistas e secundárias, principalmente causadas por bactérias, 

que podem progredir para quadros de septicemia e óbito (revisado por Marra, Chiappetta & 

Vincenti, 2014). 

 

1.3.3. Leishmaniose Visceral 

 

Dentre o amplo espectro de manifestações clínicas causadas por Leishmania, a 

forma mais severa é denominada leishmaniose visceral, a qual é fatal se não tratada. Causada 

pelas espécies de L. donovani, L. infantum e L. chagasi (sinonímia de L. infantum), essa doença 

se caracteriza pela infecção sistêmica e crônica, afetando principalmente órgãos como o baço, 

o fígado e a medula óssea. O período de incubação pode variar de dias até anos, tendo o 

aparecimento dos sintomas de maneira gradual (revisado por Piscopo & Mallia Azzopardi, 

2007; WHO, 2010).  

A maioria dos casos é assintomático ou com sub sintomatologia, entretanto alguns 

fatores podem desencadear a manifestação da doença, tais como: nutrição deficiente, 

coinfecção com outros patógenos, fatores genéticos do hospedeiro e supressão do sistema 

imunológico (muito comum em pacientes HIV positivos). Como são resultado de uma gama de 

fatores, as manifestações clínicas são bastante variáveis. No entanto, os principais sintomas e 

sinais clínicos são: febre intermitente, mal-estar, perda de peso, palidez, anorexia, 

esplenomegalia, hepatomegalia e, em alguns casos, linfadenopatia. Quando não tratada, a LV 



27 
 

pode levar a: hemorragia, anemia severa, suscetibilidade a infecções secundárias e óbito, o qual 

ocorre dentro de um prazo médio de dois anos. As crianças abaixo de 10 anos são as principais 

afetadas nas áreas endêmicas, sendo que nesse grupo de indivíduos ainda pode ocorrer diarreia 

e retardo de crescimento (revisado por Murray et al., 2005; Nail & Imam, 2013).  

Outras variações da LV podem ocorrer em determinadas regiões do globo, como a 

leishmaniose dérmica Pós-Kala azar (PKDL) e a leishmaniose viscerotrópica. A primeira, 

decorrente de infecções por L. donovani, ocorre em uma pequena proporção de indivíduos na 

África e na Índia, após a resolução do quadro de LV. É caracterizada pelo aparecimento de 

lesões na pele de carácter macular, maculo-papular ou nodular, que tomam toda a extensão do 

corpo do paciente (Islam et al., 2013; Ramesh et al., 2015). Já a segunda, é uma forma ainda 

mais rara, causada por L. amazonensis e L. tropica, a qual se apresenta como manifestações 

clínicos não-específicas, incluindo sintomas e sinais clínicos como febre, náusea, 

hepatoesplenomegalia e dores abdominais (Magili et al., 1993; Weiss et al., 2009). 

 

1.4. Tratamento: opções e limitações 

 

Atualmente, algumas opções de terapia estão disponíveis para tratamento da 

leishmanioses, as quais podem variar de acordo com a manifestação clínica (e espécie de 

Leishmania) e localização geográfica. Além de ser incontestável a importância para a 

melhora/cura do indivíduo, o tratamento bem-sucedido ainda representa uma medida chave no 

controle da doença, uma vez que vacinas contra esse patógenos não foram ainda desenvolvidas. 

No entanto, o arsenal de alternativas é, sobretudo, insatisfatório e apresenta diversas limitações, 

como: toxicidade, severos efeitos adversos, dificuldade de administração e longos períodos de 

tratamento em ambiente hospitalar, alto custo e desenvolvimento de resistência pelos parasitas. 

Além disso, as drogas podem apresentar atividades antiparasitárias variáveis em diferentes 

espécies (Croft & Olliaro, 2011; revisado por Kevric, Cappel & Keeling, 2015). 

Os compostos antimoniais pentavalentes foram introduzidos na década de 40 e vem 

sendo usados como primeira escolha de terapia para LC, LCM e LV, no mundo todo, com 

exceção da Índia, onde tiveram que ser substituídos em resultado ao surgimento de resistência, 

e na Guiana Francesa, onde a maioria absoluta de casos é causada por L. guyanensis e 

apresentam alta taxa de falha de tratamento (Sundar et al., 2000; Romero, Guerra et al., 2001; 

Kevric, revisado por Cappel & Keeling, 2015). Atualmente, duas formulações são utilizadas: o 

estibogluconato de sódio, que é administrado de forma intravenosa, e o antimoniato de 

meglumine, cuja administração é intramuscular. Além disso, a aplicação intralesional é uma 
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opção terapêutica para casos de leishmaniose cutânea. O tratamento recomendado consiste em 

cursos prolongados e frequentes de administração da droga, que variam de 3 a 4 semanas 

(revisado por Kevric, Cappel & Keeling, 2015). Entre os efeitos adversos, pode-se salientar: 

sintomas gastrointestinais, fadiga, dor muscular, além de sintomas bastante graves, como 

cardiopatia (Matoussi et al., 2007), pancreatite (Gasser et al., 1994) e nefrotoxicidade 

(Rodrigues et al., 1999). Por isso, o paciente em tratamento deve ser constantemente 

monitorado através de eletrocardiogramas, painéis metabólicos completos e avaliação de 

enzimas pancreáticas (revisado por Kevric, Cappel & Keeling, 2015).  

Apesar do longo período em uso, a exata estrutura química dos compostos 

antimoniais permanece desconhecida, por possuírem estado amorfo. O mecanismo de ação e os 

possíveis alvos para esse medicamento não estão claramente elucidados; embora três modelos 

de mecanismos são sugeridos: (i) o composto agiria como pró- droga, a qual sofreria uma 

redução biológica para uma forma trivalente tóxica, levando o parasita a um processo de 

apoptose (Fairlamb & Cerami, 1992; Sereno et al., 2001; Shaked-Mishan et al., 2001; Tovar et 

al., 1998), (ii) o composto teria atividade leishmanicida intrínseca, através da formação de 

complexos com biomoléculas contendo ribose, o que levaria a uma inibição da enzima DNA 

topoisomerase I (Chakraborty & Majumder, 1988; Lucumi et al., 1998) e (iii) o composto teria 

atividade indireta sobre sistema imune do hospedeiro: na resposta inata, resultando na liberação 

de ROS por células infectadas; e na reposta adaptativa, modulando a liberação de citocinas 

específicas (revisado por Haldar et al., 2011).  

Embora tenha apresentado grande porcentagem de cura globalmente (80 - 100%) 

na década de 90, alguns fatores tem limitado seu uso atualmente, como a resistência reportada 

em várias regiões do globo, como Índia, Peru e Sudão, bem como a grande variação de atividade 

da droga, que parece depender da espécie do parasita, da manifestação clínica e da região 

geográfica (Faraut-Gambarelli et al., 1997; Llanos-Cuentas et al., 2008; Rojas et al., 2006; 

Valencia et al., 2012).  

A anfotericina B, por sua vez, foi inicialmente introduzida em regiões da Índia, para 

tratamento de pacientes com LV refratários aos compostos antimoniais, sendo que esse 

medicamento tornou-se a primeira linha de terapia em regiões endêmicas, onde casos de 

resistência aos antimoniais foram reportados (Jha et al., 1995; Thakur et al. , 1993). Apesar da 

grande taxa de cura alcançada com a anfotericina B (98% em todas as regiões do globo), o 

tratamento baseado na formulação com desoxicolato, consiste em um curso prolongado de 

administração parental, que varia de 15 a 30 dias. Além disso, apresenta limitações 
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consideráveis, tais como a nefrotoxicidade associada ao uso prolongado do medicamento, o que 

resulta na necessidade de monitoramento médico do paciente (revisado por Singh et al., 2016).  

Na tentativa de aperfeiçoar as características farmacocinéticas do medicamento 

bem como evitar os possíveis efeitos adversos causados pela toxicidade, formulações 

alternativas já foram desenvolvidas, como a anfotericina B encapsulada em lipossomos ou 

associada a lipídios, as quais preservam a atividade do composto e garantem o direcionamento 

da molécula para células específicas do organismo (revisado por Singh et al., 2016). Diversos 

estudos demonstram que essas novas formulações possuem a mesma eficácia (>96%) quando 

comparadas à formulação padrão, com a vantagem de que requerem menor período de 

tratamento e apresentam efeitos adversos mais brandos (Sinha & Bhattacharya, 2014; Sundar 

et al., 2001). Em estudo realizado por Sundar & Chakravarty, 2010, em Bihar – Índia, por 

exemplo, tratamentos com uma única administração de anfotericina B lipossomal alcançaram 

uma taxa de cura de 96%, com pequenos efeitos adversos e baixas taxas de recaída (Sundar & 

Chakravarty, 2010). Recentemente, o mesmo resultado foi observado em Bangladesh, onde 

uma eficácia de 97% foi obtida através da administração única de anfotericina B lipossomal a 

10mg/kg (Mondal et al., 2014). Apesar disso, essas alternativas terapêuticas ainda apresentam 

alto custo e necessitam de estruturas refrigeradas para a manutenção das formulações, o que 

restrita/inviabiliza sua implementação na maioria das áreas endêmicas.  

Quanto ao mecanismo de ação da anfotericina B, a atividade leishmanicida do 

medicamento vem sendo atribuída à interação da molécula com componentes da membrana 

plasmática do parasita, mas especificamente com o ergosterol, que resultaria na formação de 

poros na membrana e, consequentemente, no aumento da permeabilidade e lise celular 

(Kamiński, 2014; Saha, Mukherjee, & Bhaduri, 1986; Singh, Kumar, & Singh, 2012).  

A miltefosina foi registrada como o primeiro tratamento oral para leishmaniose e, 

por isso, apresentou um grande avanço na quimioterapia para a doença. Primeiramente usada 

no tratamento de câncer de mama e outros tipos de cânceres sólidos, as primeiras evidências 

científicas de atividade anti-Leishmania ocorreram nas décadas de 80 e 90 (Croft et al., 1987; 

Croft, Snowdon, & Yardley, 1996). Como se tratava de uma droga já aprovada para uso 

humano, foi possível acelerar o processo de desenvolvimento de fármacos e os primeiros testes 

clínicos para tratamento de leishmaniose foram realizados no final da década de 90 (Jha et al., 

1999; Sundar et al., 1998). Diversos resultados promissores foram obtidos nas fases II e III dos 

ensaios clínicos, mostrando que a administração oral da miltefosina, em um curso de tratamento 

de 28 dias, levou a uma taxa de cura de 94% - 97% em crianças e adultos (Bhattacharya et al., 

2004; Sundar et al., 2000; Sundar et al., 2006). Isso resultou na sua aprovação para uso 
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terapêutico na Índia, em 2002, na Alemanha, em 2004, na Colômbia em 2005 e em Bangladesh, 

em 2006. Além disso, foi licenciada na Europa, em 2005, para tratamento de pacientes co-

infectados com o vírus HIV (Dorlo et al., 2012; Jha et al., 1999; Shyam Sundar et al., 1998). 

Apesar da facilidade do tratamento domiciliar, bem como as altas taxas de eficácia 

do fármaco no subcontinente indiano, o medicamento apresenta alguns limitantes, como: os 

efeitos gastrointestinais e hepáticos severos, o potencial teratogênico, o que limita seu uso em 

mulheres grávidas ou em fase de amamentação e a baixa aderência dos pacientes, devido ao 

longo regimento de tratamento. Outro fator preocupante é o fato de que a miltefosina possui 

uma longa meia-vida no organismo, o que favoreceria o desenvolvimento de resistência por 

parte dos parasitas. Estudos feitos na Índia (Sundar et al., 2012) e no Nepal (Rijal et al., 2013) 

alarmam para uma diminuição na eficácia da miltefosina, embora a primeiro momento o 

tratamento tenha apresentado uma taxa de cura promissora. Além disso, a atividade do 

medicamento é sugerida ser dependente da espécie e a existência de cepas resistentes já foi 

reportada (revisado por Chakravarty & Sundar, 2010; Decuypere et al., 2012; Mebrahtu et al., 

1989). 

A atividade leishmanicida da miltefosina não está claramente elucidada, mas 

diferentes estudos indicam que esse fármaco possui mais de um mecanismo de ação, incluindo 

o metabolismo de lipídios (Rakotomanga et al., 2007; Vincent et al., 2014) e processos de 

apoptose (Marinho et al., 2011; Paris et al., 2004; Verma & Dey, 2004). Além disso, trabalhos 

sugerem que essa molécula pode apresentar ação indireta na célula hospedeira, estimulando a 

produção de óxido nítrico (Dorlo, et al., 2012; Wadhone et al., 2009). 

A pentamidina e a paromomicina também vem sendo reportadas como alternativa 

de tratamento. A primeira é usada como segunda linha de tratamento, quando a falha terapêutica 

com antimoniais e anfotericina B se manifesta. O curso de tratamento baseia-se na aplicação 

intravenosa ou intramuscular do medicamento, em um curso de 3 – 5 semanas (Amato et al., 

1998; van der Meide et al., 2009). No entanto, sua alta toxicidade, baixa eficácia quando 

comparada a outras alternativas e seu custo tem limitado seu uso como monoterapia (revisado 

por K. Singh, Garg, & Ali, 2016). Além disso, sua atividade parece variar de acordo com a 

região geográfica e espécie causadora da doença (Andersen et al., 2005; Lightburn et al., 2003). 

Seu mecanismo de ação parece ser baseado na interação direta da molécula com o kDNA do 

parasita, que resultaria na inibição da enzima DNA topoisomerase II (Cortázar, Coombs, & 

Walker, 2007; Pućkowska et al., 2012). Já a paromomicina é usada na formulação tópica, para 

tratamento de leishmaniose cutânea (Iraji & Sadeghinia, 2005; Kim, et al., 2009), ou via 

intramuscular, para tratamento das manifestações viscerais (Musa et al., 2010; Shyam Sundar 
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et al., 2009). Apesar de estudos clínicos realizados no Quênia, Sudão e Índia apontarem para 

uma alta taxa de cura acima de 80% em casos de LV, as principais desvantagens de seu uso são 

a toxicidade severa (principalmente, hepatoxicidade e nefrotoxicidade) e o longo regime de 

tratamento (Kim et al., 2009). Além disso, como já mencionado anteriormente, estudos 

evidenciam a diferença de resposta dependente da região geográfica (Hailu et al., 2010). 

Acredita-se que a atividade leishmicida do composto esteja relacionada à inibição de síntese 

proteica nos ribossomos e a processos de respiração celular (Chawla et al., 2011; Fernández, 

Malchiodi, & Algranati, 2011).  

No Brasil, o tratamento é gratuito e está disponível na rede de serviços do Sistema 

Único de Saúde (SUS). A escolha dos medicamentos para uso deverá considerar, por exemplo, 

a manifestação clínica, faixa etária do paciente, gravidez, contraindicações e comorbidades. 

Para as manifestações tegumentares, é altamente recomendável o uso do fármaco antimoniato 

de glucamina como primeira linha de tratamento; enquanto que, para leishmaniose visceral, a 

recomendação é baseada em três fármacos: o antimoniato de glucamina, a anfotericina B 

lipossomal e o desoxicolato de anfotericina B. Apesar dos maiores benefícios da anfotericina B 

lipossomal (menor toxicidade, alta eficácia), o alto custo do medicamento, quando comparado 

às outras duas opções, limita seu uso para condições específicas: pacientes com insuficiência 

renal, hepática ou cardíaca, transplantados renal, hepático ou cardíaco, gestantes, indivíduos 

HIV positivos, falha terapêutica ou pacientes com hipersensibilidade aos outros medicamentos 

(Ministério da Saúde, 2014). Embora a miltefosina não esteja no portfólio de indicações 

terapêuticas no Brasil, o medicamento vem apresentando bons resultados para tratamento de 

leishmaniose cutânea. Estudos feitos em Manaus e Bahia demonstraram que a miltefosina foi 

segura, bem tolerada e com taxa de cura próxima a 75% para tratamento de LC (Machado et 

al., 2010; Chrusciak-Talhari et al., 2011).  

Em resumo, apesar de algumas alternativas de tratamento para as leishmanioses 

estarem disponíveis, elas ainda apresentam diversos entraves e estão distantes de serem ideais. 

Nesse contexto, a ausência de um tratamento eficaz, seguro, de baixo custo e viável para regiões 

endêmicas (principalmente, de fácil administração) tem nos apontado para a necessidade de 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas ou o melhoramento das existentes.  

 

1.5. Desenvolvimento de fármacos 

 

Diversas abordagens vem sendo aplicadas para identificar novos candidatos com 

atividade antiparasitária, incluindo: a identificação de novas entidades químicas através de 
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triagens de bibliotecas químicas e naturais, a longo prazo, (Siqueira-Neto et al., 2012; Sykes & 

Avery, 2015) e as estratégias em mais curto prazo, tais como terapia combinada, novas 

formulações para drogas em uso e o reposicionamento de fármacos (Alirol et al., 2013; revisado 

por Andrews et al., 2014; Hamill, 2013; Trinconi, et al., 2014). 

Considerando a expressiva demanda de tempo e investimento financeiro do pipeline 

clássico de desenvolvimento de fármacos (figura 3), as estratégias a curto prazo tem sido 

trazidas como uma solução promissora para acelerar o processo de identificação de candidatos 

(DiMasi, Hansen, & Grabowski, 2003; Pink et al., 2005).  

 

 

 

Figura 3. Esquema do desenvolvimento de fármacos para leishmanioses. O processo 

geralmente inicia-se com ensaios onde os compostos são avaliados pela sua atividade contra 

um alvo específico (ensaios baseados em alvo), ou contra todo o parasita (ensaios de 

viabilidade celular). Nos casos de ensaios baseados em alvo, estudos biológicos e bioquímicos 

são realizados previamente para identificação e validação dos alvos moleculares. Os 

compostos ativos, denominados “hits”, são otimizados quimicamente, na tentativa de 

desenvolver moléculas mais eficazes e menos tóxicas. Compostos otimizados ou objetos de 

otimização (“leads”) geralmente requerem estudos mais detalhados que visam o aumento da 

eficácia e a melhoria das propriedades farmacocinéticas.  No caso da maior parte das doenças 

infecciosas, incluindo leishmaniose, também é essencial, nesta etapa, a demonstração de 

atividade in vivo em modelos animais da doença; só assim, os “leads” que atenderem a 

diversos pré-requisitos como atividade otimizada (mais potente e, se possível, eficaz do que o 

“hit” inicial), perfil farmacocinético apropriado com o tratamento que se busca desenvolver, e 

eficácia in vivo, tornam-se candidatos a drogas e passam para as fases pré-clínica e clínica. Os 

compostos que forem aprovados nessas últimas etapas são então registrados e produzidos para 

comercialização. 
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A terapia combinada, por exemplo, já foi empregada no tratamento de doenças 

parasitárias, objetivando, principalmente, aumentar a eficácia terapêutica, diminuir o período 

de tratamento e custo e evitar possível toxicidade causada por altas concentrações dos 

compostos (Bhattarai et al., 2007; Mpia & Pepin, 2002; Sundar et al., 2011). Considerando as 

leishmanioses, estudos clínicos realizados em Bihar, Índia, demonstraram que combinações de 

anfotericina B com miltefosina ou paromomicina apresentaram taxas de cura similares a 

monoterapia padrão (anfotericina B lipossomal, durante 31 dias), apesar do curso de tratamento 

significantemente mais curto, de 7 a 10 dias (Sundar et al., 2011). Além disso, acredita-se que 

essa abordagem pode previnir ou adiar a emergência de resistência em parasitas, pelo fato de 

diferentes moléculas apresentarem distintos mecanismos de ação e diferentes alvos metabólicos 

(van Griensven et al., 2010). 

Outra abordagem que também representa valiosa contribuição nesse contexto é o 

reposicionamento de fármacos (Pinazo et al., 2010; Sundar & Olliaro, 2007). Como é baseada 

no uso de medicamentos que estão no mercado ou em fase clínica para novas doenças ou 

indicações, esta alternativa acelera o processo de identificação de fármacos, levando a uma 

economia de tempo, custos e recursos humanos. Além disso, informações a repeito da segurança 

clínica, farmaconinética, farmacodinâmica e potenciais alvos geralmente já estão disponíveis 

na literatura. No tratamento de leishmanioses, de fato, tem-se diversos exemplos de fármacos 

reposicionados, como a anfotericina B, primeiramente utilizada como antifúngico, a 

miltefosina, descoberta para tratamento de câncer de mama, e a paromomicina (revisado por 

Andrews et al., 2014). Mais recentemente, outras moléculas reposicionadas estão sendo 

testadas em modelos in vitro e in vivo, objetivando a identificação de novos candidatos a 

fármacos. Nesse contexto, estão: o tamoxifeno (Eissa, Amer & El Sawy, 2011; Miguel, 

Yokoyama-Yasunaka & Uliana, 2008) e inibidores de quinases, como sunitinib, sorafenib e 

lapatinib (Durieu et al., 2016; Sanderson, Yardley & Croft, 2014), utilizados em terapias 

antitumorais, e os nitroimidazóis, que são usados como antibacterianos e antiparasitários (S. 

Wyllie et al., 2012).  

Quanto às abordagens a longo prazo, também conhecida como de novo drug 

discovery, destaca-se as triagens de bibliotecas sintéticas e naturais compostas de centenas a 

milhares de moléculas. Na triagem de alta performance, também chamada de triagem de alta 

escala (HTS, do inglês “high throughput screening”), uma extensa biblioteca de moléculas é 

testada contra o parasita como um todo (ensaios de viabilidade sem alvo pré-definido) ou contra 

estruturas específicas desse parasita isoladas (baseado em um alvo) (Pink et al., 2005; Siqueira-

Neto et al., 2010; Frearson et al., 2010; Cruz et al., 2013;). O objetivo é identificar e selecionar 
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compostos com efeito biológico contra o parasita em questão. Como permite a triagem em 

paralelo de centenas a milhares de compostos, em um período relativamente curto de tempo, a 

tecnologia de HTS permite otimizar o processo de desenvolvimento de drogas (revisado por 

Zang et al., 2012). 

Tanto o HTS baseado em alvos quanto a triagem fenotípica, também denominada 

triagem de alto conteúdo (do inglês “high content screening” ou HCS), vem sendo reportado 

como uma tecnologia altamente eficiente na identificação de compostos com atividades 

antiparasitária, incluindo contra o parasita de Leishmania (Annang et al., 2015; Khare et al., 

2016; Peña et al., 2015). Siqueira-Neto e colegas testaram aproximadamente 26.500 compostos 

contra promastigotas de Leishmania e encontraram cerca de 120 candidatos ativos contra L. 

major e L. donovani, os quais apresentaram atividade antiparasitária satisfatória e não foram 

tóxicos para células humanas nas condições testadas. Desta forma, o HTS pode representar uma 

alternativa para o desenvolvimento de candidatos a drogas mais eficazes, seguras e de baixo 

custo para tratamento das leishmanioses (Siqueira-Neto et al., 2010). Claramente, o processo 

de desenvolvimento de um novo fármaco possui grande complexidade e custo, envolvendo 

áreas multidisciplinares e profissionais com diferentes expertises. Nesse contexto, tem-se que 

as fases iniciais de busca e estudo de alvos, desenvolvimento e otimização de ensaios, bem 

como algumas triagens são feitos pela academia, enquanto que as etapas mais avançadas do 

processo são realizadas pela indústria farmacêutica. Portanto, é de extrema necessidade que se 

tenha uma rede integrada dessas partes para a existência de um processo eficiente de 

desenvolvimento de fármacos (revisado por Hughes et al., 2011) 

Embora o desenvolvimento de fármacos para leishmanioses tenha passado por um 

avanço considerável nos anos recentes, ainda sim o ciclo de inovação é um processo desafiador 

que possui diversos gargalos. Primeiramente, o sistema de descobrimento e desenvolvimento 

de fármacos demanda alto investimento e, porque as doenças negligenciadas não representam 

um mercado rentável, a indústria farmacêutica tem demonstrado pouco interesse nesse campo 

(Pedrique et al., 2013; Trouiller et al., 2002). Estudos publicados na Lancet Global Health 

reportaram que, de 2000 a 2011, dos 850 novos produtos terapêuticos licenciados, apenas 4% 

foram exclusivamente direcionados para as doenças negligenciadas, incluindo 25 novas 

indicações/formulações, 8 vacinas e outros produtos biológicos. Considerando as 

leishmanioses, apenas duas alternativas foram aprovadas durante o período do estudo, 

miltefosina e paromomicina, as quais são novas indicações para drogas já existentes; no entanto, 

nenhum produto novo foi de fato desenvolvido. Além disso, quando observamos o número de 

testes clínicos registrados nos bancos de dados da OMS e do NIH, temos que o contexto não 
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tende a mudar: das 148.445 terapias em fase de desenvolvimento, apenas 1% é dedicado a 

doenças negligenciadas (Pedrique et al., 2013). Apesar disso, segundo a OMS, é estimado que 

as doenças negligenciadas ainda atingem mais de um bilhão de pessoas, distribuídas em 149 

diferentes países.  

Ainda nesse contexto, a maioria das pesquisas de prospecção de candidatos para 

doenças negligenciadas é realizada na academia e/ou em pequenos institutos de pesquisa, sendo 

um processo fragmentado e não-interligado. Como resultado, poucos compostos são de fato 

levados para as fases mais avançadas do processo de desenvolvimento de fármacos. Além disso, 

existe a falta de um banco de dados central para concentrar resultados positivos e negativos de 

grupos de pesquisa. Isso acarreta, por exemplo, no teste redundante de bibliotecas de composto 

no mesmo modelo, resultando em perda de recurso financeiro e tempo (Goupil & McKerrow, 

2014; Pécoul et al., 2004). 

Recentemente, esses gargalos tem sido superados devido aos avanços alcançados 

pelas iniciativas entre instituições públicas e privadas (do inglês, public- private – partnership 

(PPP) initiatives), as quais conectam o conhecimento dos centros acadêmicos e a expertise das 

indústrias em uma eficiente rede de operação. Nesse contexto, a academia é responsável por 

atividades tais como desenvolvimento de novos ensaios in vitro e in vivo, a identificação e 

validação de alvos e o desenvolvimento/aperfeiçoamento de ferramentas para triagens; 

enquanto que a indústria fornece principalmente as bibliotecas químicas e naturais, a 

infraestrutura, o know-how técnico e o suporte financeiro. Exemplos disso são as propostas 

implementadas por iniciativas como DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative), NIH 

(National Institutes of Health) e Welcome Trust (Chatelain & Ioset, 2011; Gustavsen & Hanson, 

2009).  

 

1.6. Modelos de Leishmania para desenvolvimento de fármacos 

 

1.6.1. O que nós temos de ensaios disponíveis hoje? 

 

Em relação às etapas iniciais do processo de desenvolvimento de fármacos para 

leishmanioses, os ensaios in vitro para identificação de candidatos ativos necessitam ser, além 

de biologicamente relevantes, fáceis de manipulação, robustos, reprodutíveis e facilmente 

analisados e quantificados. Avanços significativos foram alcançados nesse campo e, 

atualmente, diversos ensaios in vitro para avaliação de potenciais candidatos estão disponíveis, 

incluindo testes focados em: (i) formas axênicas do parasita, considerando promastigotas 
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(Vacchina & Morales, 2014) e amastigotas (Nühs et al., 2015); (ii) ensaios de amastigotas 

intracelulares baseados em fluorescência ou colorimetria, como parasitas geneticamente 

modificados, expressando genes repórteres GFP (do inglês green fluorescent protein) (Chan et 

al., 2003; Bolhassani et al., 2011) e luciferase (Ashutosh et al., 2005), e (iii) ensaios de 

amastigotas intracelulares baseados em imagem (De Muylder et al., 2011;  Siqueira-Neto et al., 

2012; Aulner et al., 2013; De Rycker et al., 2013). As características dos principais ensaios 

estão descritos na tabela 1.  

 

Tabela 1. Ensaios in vitro disponíveis para desenvolvimento de fármacos contra parasitas 

de Leishmania. 

Ensaios Vantagens Desvantagens Referência 

Promastigotas  

- Menor 

complexidade 

- Fácil adaptação para 

automação 

- Menor custo 

- Menor relevância 

biológica 

- Perda de compostos 

específicos para 

amastigotas 

- Perda de compostos 

que atuam na célula 

hospedeira 

- Alto número de falsos 

positivos 

De Muylder et 

al., 2011 

Siqueira – Neto 

et al., 2012 

Amastigotas 

axênicos 

 

 

 

- Menor 

complexidade 

- Fácil adaptação para 

automação 

- Maior semelhança 

com amastigotas 

intracelulares 

- Perda de compostos 

que atuam na célula 

hospedeira 

- Carência de 

informações de 

citotoxicidade 

- Correspondência 

limitada com modelo 

intracelular 

De Rycker et 

al., 2013 

Nühs, et al., 

2015 

Peña, et al., 

2015 

Amastigotas 

intracelulares – 

metodologias 

clássicas 

- Custo relativamente 

baixo 

- Fase clinicamente 

relevante 

- Informações a 

respeito da 

citotoxicidade do 

composto  

- Estabelecimento de 

cepas modificadas 

- Laborioso 

 

 

Bolhassani et 

al., 2011 

Ashutosh et al., 

2005 

Amastigotas 

intracelulares -

Ensaios fenotípicos 

(HCS) 

- Resultado 

multiparamétrico 

-Biologicamente 

relevante 

- Imagem do modelo 

celular 

 

- Armazenamento de 

dados 

- Equipamentos 

necessários 

- Complexidade do 

sistema 

-Alto custo 

Siqueira-Neto et 

al., 2012 

Aulner et al., 

2013 
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1.6.1.1. Promastigotas e amastigotas axênicos 

 

Triagens com as formas axênicas de promastigotas e amastigotas tem sido 

reportadas como uma abordagem rotineira para identificação de candidatos com atividade 

leishmanicida (De Rycker et al., 2013). Pela sua relativa simplicidade e fácil automação, em 

comparação com os ensaios intracelulares, essa abordagem permite um alto throughput e 

reprodutibilidade. Além disso, considerando coleções de bibliotecas constituídas de milhares 

de amostras, a estratégia pode representar o primeiro passo de seleção, com o objetivo de limitar 

o número de candidatos para serem testados em ensaios mais refinados (Vacchina & Morales, 

2014; Nühs, 2015). Nesses casos, a atividade dos compostos testados é determinada em função 

da inibição de crescimento dos parasitas, que é avaliada diretamente por contagem da cultura 

ou, indiretamente por ensaios metabólicos, utilizando colorimetria ou fluorescência. Os 

protocolos mais comumente empregados são: teste de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-

2yl)-2,5-difenil tetrazolium]), teste de Alamar blue (ou resazurina) e testes baseados na 

atividade da enzima fosfatase ácida (revisado por Zulfiqar, Shelper & Avery, 2017). 

No entanto, protocolos baseados em parasitas axênicos podem apresentar 

limitações substanciais. Considerando os ensaios com promastigotas, uma vez que existem 

consideráveis diferenças entre as formas presentes no inseto e no hospedeiro vertebrado, esses 

testes podem levar a uma seleção de candidatos, os quais não tem relevância para o estágio do 

ciclo celular causador da doença, ou a uma perda de moléculas com atividade específica para 

as formas amastigotas (revisado por Gupta & Nishi, 2011). O trabalho publicado por De 

Muylder et al., 2011, evidencia altos índices de falsos positivos, sendo que, de 59 hits 

selecionados nos modelos de promastigotas, apenas 26 foram detectados pelos modelos de 

amastigotas intracelulares. Além disso, foi identificado um composto que apresentou atividade 

especificamente para o estágio de amastigotas do parasita (De Muylder et al., 2011). Esses 

dados corroboram com os resultados encontrados por Siqueira- Neto et al. 2012, os quais 

mostram que do set compostos selecionados no screening primário contra promastigotas de 

Leishmania, apenas cerca de 4% foram confirmados no modelo de amastigotas intracelulares 

(Siqueira – Neto et al., 2012).  

Comparado aos modelos de promastigotas, o uso de amastigotas axênicos pode 

representar uma alternativa mais interessante, uma vez que se trata de um sistema mais 

biologicamente relevante (uso da forma do ciclo de vida do parasita associado à doença). Além 

disso, comparando-se as atividades de compostos obtidas nos ensaios de promastigotas, 

amastigotas axênicos e amastigotas intracelulares, uma maior similaridade foi observada entre 
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os dois últimos modelos (Callahan et al., 1997). No entanto, diversos estudos mostram que as 

formas axênicas ainda sim se diferenciam dos parasitas intracelulares, em termos de expressão 

de proteínas e suscetibilidade a drogas (Holzer, McMaster, & Forney, 2006; Pescher, Blisnick, 

Bastin, & Späth, 2011).  

Considerando as grandes triagens, ambos os modelos axênicos não geram 

informações a respeito da citotoxicidade e seletividade do composto em questão. Além disso, 

nesses casos, não é possível avaliar se os compostos podem acessar os parasitas intracelulares 

(isso é, atravessar as membranas da célula hospedeira e possuir estabilidade química no pH 

ácido dos vacúolos parasitóforos), e, por isso, uma etapa posterior de avaliação no modelo 

parasita e célula hospedeira é necessário (Durieu et al., 2016). Por fim, essa abordagem pode 

não revelar compostos que requerem ativação intracelular, como pró-drogas, ou compostos que 

interferem na interação parasito – hospedeiro (revisado por Gupta & Nishi, 2011).  

Como alternativa, Nühs e colegas sugerem uma abordagem baseada em cascata, 

onde compostos são testados, primeiramente, no modelo de amastigota axênico, seguido de 

confirmação no modelo de amastigota intracelular. Diferente de outros ensaios previamente 

publicados, nesse caso, os pesquisadores selecionaram, a partir do modelo axênico, candidatos 

com atividade citocida, excluindo moléculas com atividade citostática. Com essa nova 

abordagem, uma maior taxa de tradução para os modelos intracelulares foi obtida: quando a 

seleção de hits foi baseada em compostos com os dois perfis de atividade (citocida e citostática), 

apenas 22% dos candidatos foram confirmados em ensaios intracelulares; no entanto, através 

da seleção de moléculas exclusivamente com ação citocida, obteve-se uma taxa de confirmação 

de 49% (Nühs, et al., 2015). 

 

1.6.1.2. Ensaios com amastigotas intracelulares – metodologias frequentemente 

utilizadas  

 

Diversas estratégias vem sendo empregadas na tentativa de desenvolver ensaios 

mais biologicamente relevantes, visando os modelos de amastigotas intracelulares. Nesses 

casos, a avaliação da atividade de moléculas é feita por contagem manual (porcentagem de 

infecção ou razão de amastigotas/número de células) (Miguel et al., 2007; Vermeersch et al., 

2009), ou por métodos de colorimetria e fluorescência (Ashutosh et al., 2005; Bolhassani et al., 

2011; Buckner & Wilson, 2005).  

A abordagem clássica de contagem com lâminas, contendo células infectadas com 

parasitas de Leishmania, coradas com giemsa é utilizada amplamente em laboratórios, uma vez 



39 
 

que possui baixo custo, fácil manipulação e não necessita de estruturas ou equipamentos 

sofisticados, quando comparada com outras estratégias (Miguel et al., 2007; Vermeersch et al., 

2009). No entanto, a mesma representa uma técnica laboriosa intensiva, subjetiva e 

incompatível com throughput maiores que alguns poucos compostos (<10) por semana, o que, 

consequentemente, limita a triagem de grandes bibliotecas de compostos (Miguel et al., 2007; 

Vermeersch et al., 2009; revisado por Dube, Gupta & Singh, 2009). 

Outra abordagem é o uso de métodos baseados no reagente fluorescente Alamar 

blue, no qual a sobrevivência de parasita após determinado tratamento é medida indiretamente: 

macrófagos infectados são lisados e os amastigotas extracelulares recuperados são 

transformados para promastigotas extracelulares replicativos, os quais são quantificados por 

fluorescência (Jain et al., 2012; Paape et al., 2014). Apesar da estratégia apresentar vantagens 

como robustez, simplicidade, baixo custo e relativa facilidade de execução, ainda apresenta (i) 

vários protocolos de lavagem e lise celular, o que pode acarretar o acúmulo de erros no resultado 

final, (ii) não diferencia situação de grande infecção e baixo número de amastigotas 

intracelulares versus baixa infecção e grande número de amastigotas intracelulares, (iii) não 

fornece informações a respeito da seletividade do composto.  

O termo gene repórter é usado para definir um gene que possui fenótipo facilmente 

detectado e mensurado e, por isso, pode ter grande aplicação em ensaios in vitro e in vivo de 

descoberta de fármacos contra Leishmania.  As abordagens baseadas em genes repórteres 

permitem a rápida quantificação de crescimento de amastigotas intracelulares de Leishmania e 

a avaliação de agentes com atividade leishmanicida (revisado por Monte-Alegre, Ouaissi, & 

Sereno, 2006). Esses métodos ainda produzem dados quantitativos de forma objetiva, 

aumentam a eficiência do processo e diminuem a necessidade de trabalho manual. Atualmente, 

diferentes genes repórteres estão disponíveis, incluindo métodos baseados em fluorescência, 

como GFP (green fluorescent protein) (Bolhassani et al., 2011), e métodos catalíticos 

colorimétricos, como luciferase (Ashutosh et al., 2005) e β-galactosidase (Okuno, Goto, 

Matsumoto, Otsuka, & Matsumoto, 2003). Bolhassani e colegas, por exemplo, construíram 

parasitas de Leishmania expressando o gene da proteína GFP de forma estável e abundante, em 

ambos os estágios de promastigota e amastigota, os quais foram utilizados para monitorar a 

infecção em modelos in vitro e in vivo. Os parasitas modificados mantiveram as mesmas 

características da cepa selvagem, em relação à infectividade, e se apresentaram apropriadas para 

ensaios de triagens de compostos, bem como para estudos de interações parasito-hospedeiro em 

nível celular (Bolhassani et al., 2011). Resultados semelhantes foram alcançados com a 

utilização de isolados de campo de L. donovani expressando o gene repórter da luciferase. Nesse 
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trabalho, uma excelente correlação foi obtida entre número de parasitas e atividade da 

luciferase, mostrando a alta sensibilidade do protocolo. O sistema estabelecido foi otimizado 

para ensaios de grande escala e, hoje, é rotineiramente aplicado em triagens de high- 

throughput, no Instituto Central de Pesquisa em Drogas, na Índia (Ashutosh et al., 2005). 

Apesar do grande avanço alcançado a partir da utilização das técnicas com genes 

repórteres, ainda sim, essa estratégia carrega algumas limitações: (i) necessidade de constante 

seleção de drogas para manter os níveis de expressão do gene, o que pode ser problemática, 

uma vez que as drogas de seleção podem interagir com os compostos testados, (ii) modificações 

no metabolismo geral das cepas modificadas, resultando em, por exemplo, menor taxa de 

crescimento e multiplicação celular, entre outros e (iii) necessidade de construção de cepas 

modificadas para cada novo isolado que se queira estabelecer no laboratório (revisado por 

Gupta & Nishi, 2011).  

 

1.6.1.3. Ensaios com amastigotas intracelulares - o ensaio fenotípico baseado em imagem 

– high content screening 

 

O screening fenotípico, também chamado de high content screening (HCS) é 

baseado em uma plataforma composta de vários componentes, os quais atuam de forma 

integrada para geração de resultados multiparamétricos, os quais serão utilizados para 

investigação de processos celulares e suas alterações por diversos agentes, químicos ou 

genéticos (Buchser et al., 2004; Korn & Krausz, 2007). Baseando-se em nossa plataforma 

(figura 4), os componentes são: (i) ensaio biologicamente relevante, o qual é capaz de 

representar adequadamente, o sistema celular e a doença estudada; (ii) reagentes e corantes que 

permitem monitorar, detectar e estudar fenômenos celulares; (iii) microscópio automatizado, 

que será responsável pela aquisição de imagens. O equipamento deve apresentar robustez, 

sensibilidade, flexibilidade e velocidade; (iv) software de análise, que processará as imagens 

adquiridas, para obtenção de resultados quantitativos; (v) software de análise de dados, para 

organização, processamento e estudo dos resultados obtidos e (vi) plataforma de gerenciamento 

de dados, de extrema necessidade, uma vez que a metodologia gera uma grande quantidade de 

informações relacionadas a um determinado ensaio. 
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Figura 4. Plataforma de triagem de compostos de alta performance. Componentes 

necessários para a abordagem de HCS: ensaio biológico, o qual deve apresentar robustez, 

sensibilidade e reprodutibilidade; corantes/reagentes que permitam monitorar o ensaio 

biológico, fornecendo os resultados necessários; microscópio automatizado, para adquirir 

imagens dos poços das placas de maneira rápida e eficaz; software de análise de imagens, 

para processamento das imagens e aquisição de dados quantitativos; software de análise de 

dados, para organização do grande volume de dados obtidos, e uma plataforma de 

gerenciamento de dados, para armazenamento dos resultados. 

 

 

Especificamente para estudos envolvendo Leishmania, desde o trabalho de 

Siqueira-Neto et al., 2012, no qual é descrito o primeiro ensaio baseado em imagem contra 

amastigotas intracelulares de Leishmania, variações do modelo vem sendo empregadas e, 

atualmente, diversos protocolos estão disponíveis, mostrando-se eficazes na identificação de 

agentes com atividade antiparasitária (Siqueria-Neto et al., 2012, Annang et al., 2015; Dagley, 

Saunders, Simpson, & McConville, 2015; Khare et al., 2016; Peña et al., 2015). Dentre eles, 

destaca-se o estudo feito por Khare et al., 2016, que, utilizando-se de ensaios baseados em 

fluorescência e em imagens, foi capaz de não só identificar moléculas ativas in vitro e in vivo 
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contra L. donovani, mas também demonstrar a estrutura do proteosoma como um potencial alvo  

terapêutico (Khare et al., 2016). 

Leishmania spp. exibe uma biologia de grande complexidade sendo que sua 

interação com o hospedeiro, bem como as estruturas essenciais para sua sobrevivência no 

interior das células fagocíticas, não foram claramente elucidadas (Forestier, Machu, Loussert, 

Pescher, & Späth, 2011; Kaye & Scott, 2011; Naderer & McConville, 2007, 2011). Isso, em 

parte, faz com que a identificação e validação de um alvo específico seja um processo mais 

dificultoso. Tendo isso em vista, a escolha pelo HCS se torna mais adequada para o 

desenvolvimento de drogas contra esse parasita. Nesse caso, todos os alvos potenciais são 

expostos aos compostos testados, levando ao aumento da probabilidade de se encontrar 

moléculas ativas e com diferentes mecanismos de ação (Gilbert, 2013).   

Outros aspectos favoráveis do HCS são: a estratégia não depende de validação 

prévia dos alvos, o que agiliza o processo de forma considerável; os compostos podem agir em 

vias que ainda não foram descritas na literatura ou que ainda não foram reconhecidas como alvo 

potencial; os compostos podem agir em mais de uma via simultaneamente (Haney et al., 2006; 

Korn & Krausz, 2007). Além disso, o trabalho de Swinney & Anthony, 2011, mostra que além 

do sucesso das abordagens fenotípicas ser superior aos observados nos ensaios baseados em 

alvos, em termo de descoberta de novas moléculas, a estratégia focada em proteínas pode 

contribuir para as altas taxas de “attrition” no processo de identificação de compostos (Swinney 

& Anthony, 2011). No segmento da microbiologia, essa estratégia vem apresentando sucesso 

superior à estratégia baseada em alvos, pois o objetivo nesses casos é extinguir ou impedir o 

crescimento do microorganismo – o que geralmente ocorre via diferentes alvos. Assim sendo, 

as chances de sucesso podem aumentar consideravelmente quando todos os alvos potenciais 

são testados simultaneamente (Ang & Pethe, 2016; Bickle, 2010; Brodin & Christophe, 2011). 

Apesar dos avanços alcançados pelo estabelecimento das estratégias baseadas em 

imagem, as plataformas de triagem apresentam algumas limitações, tais como: necessidade de 

grande infraestrutura, incluindo microscópios automatizados e sistema de armazenamento de 

dados, necessidade de pessoas treinadas, custo operacional maior quando comparado a outras 

técnicas, entre outras. Além disso, essa abordagem ainda necessita ser otimizada, gerando 

metodologias, principalmente, mais robustas e reprodutíveis.  

 

1.7.  Outras questões envolvendo os modelos in vitro para Leishmania 
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Uma questão abordada nos ensaios in vitro em grande escala para Leishmania spp. 

é a célula hospedeira utilizada. Macrófagos primários são raramente utilizadas nos processos 

iniciais de triagem, visto que se tratam de uma população heterogênea de células as quais não 

sofrem divisão celular, o que poderia impactar a reprodutibilidade e throughput dos ensaios. 

Nesse caso, como alternativa, as linhagens celulares, como THP-1, RAW 264.7, U937 e 

J774A.1 são frequentemente utilizadas. A cultura celular de THP-1, linhagem monocítica de 

leucemia humana, representa uma opção atrativa ao isolamento de macrófagos. Uma vez 

diferenciados, os macrófagos THP-1 formam uma monocamada homogênea de células que não 

se dividem in vitro (Tsuchiya et al., 1980). Como apresentam grande similaridade com 

macrófagos primários e possuem rendimento satisfatório (Daigneault et al., 2010; Park et al., 

2007), essas células são o padrão ouro, considerando as triagens em alta escala. (Siqueira-Neto 

et al., 2012; Dagley et al., 2015; Khare et al., 2016; Peña et al., 2015). No entanto, ensaios 

sugerem que o perfil de infecção bem como a atividade leishmanicida de compostos pode ser 

dependente da célula hospedeira, o que poderia gerar implicações do processo de seleção de 

moléculas (Seifert, Escobar, & Croft, 2010).  

Outro fator que poderia ter papel importante na descoberta de fármacos é a espécie 

e a cepa utilizada na padronização e performance dos ensaios de triagem. Trabalhos prévios 

tem evidenciado que a atividade de determinado fármaco ou candidato pode ser variável, visto 

as diferenças na sensibilidade intrínseca à droga por espécies/cepas. Essa variação foi notada 

mesmo para compostos referência, como demonstrado por Escobar et al., 2002, onde os valores 

de EC50 obtidos para a miltefosina variaram entre 2,6 a 37,1 µM, considerando diferentes 

espécies de Leishmania (Escobar et al., 2002). O mesmo perfil foi observado para um painel de 

cepas de L. amazonensis e L. braziliensis, quando tratadas com anfotericina B (Miguel et al., 

2011). Um melhor entendimento da variação na suscetibilidade/tolerância a drogas, 

considerando diferentes cepas e espécies, pode ter importantes implicações clínicas, como 

demonstrado por Faraut – Gambarelli e colaboradores. Nesse trabalho, parasitas extraídos de 

pacientes infectados e tratados com miltefosina foram cultivados in vitro e valores de EC50 para 

o medicamento foram determinados. Houve uma correlação significativa entre os resultados in 

vitro e o sucesso ou falha clínica do tratamento: todas cepas relacionadas às falhas terapêuticas 

requereram maior concentração de miltefosina para eliminar da infecção nos ensaios (Faraut-

Gambarelli et al., 1997).  Em outro estudo mais recente, feito em regiões endêmicas da 

Colômbia, foi mostrado que a suscetibilidade aos compostos antimoniais e à miltefosina 

diferiram-se entre cepas de uma mesma espécie e entre espécies, isoladas de diferentes regiões 

geográficas ou períodos de tempo (Fernandez et al., 2014). Além disso, essa variação de 
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atividade foi observada em outros tripanossomatídeos. Moraes et al.,2014, alertou para a grande 

diferença de atividade de determinados compostos para um painel de cepas de Trypanosoma 

cruzi (Moraes et al., 2014).  

No entanto, embora espécies/cepas possam apresentar diferentes comportamentos 

de infecção e de resposta a drogas, considerando as etapas iniciais do desenvolvimento de 

fármacos, existe um número limitado de ensaios disponíveis (geralmente baseados no modelo 

de L.donovani) e testes considerando diferentes cepas/espécies são, frequentemente, ignorados. 

Portanto, existe a necessidade de expandir o portfólio de ensaios in vitro, estabelecendo outras 

cepas/espécies do parasita, para melhor entendimento da atividade de moléculas candidatas e 

realizar uma melhor priorização de compostos. 

Por fim, outras questão envolvendo os ensaios de HCS para Leishmania são 

também discutidas: (i) a baixa taxa de translação entre os modelos in vitro e in vivo, (ii) a falta 

de consenso por parte da comunidade científica quanto aos modelos de estudos de 

farmacocinética e farmacodinâmica e (iii) falta de padronização técnica e metodológica, o que 

dificulta a comparação de resultados obtidos em diferentes grupos de pesquisa (Freitas-Junior 

et al., 2012). 

Diversas iniciativas tem propiciado o avanço dos ensaios in vitro e in vivo para 

estudo das leishmanioses aplicados a descoberta de novos fármacos nos anos recentes, 

sobretudo na última década. Contudo, ainda é imprescindível a otimização desses ensaios e sua 

aplicação de maneira integrada e estruturada no processo de identificação de moléculas com 

atividade anti-Leishmania. 

 

 

2. Objetivos 

 

2.1. Objetivos gerais 

 

O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um ensaio otimizado 

baseado em imagem para o modelo de infecção da Leishmania, bem como realizar a prospecção 

in vitro de potentes candidatos a drogas para leishmaniose visceral, que sejam eficazes, não 

tóxicos e com certo grau de seletividade. 

 

2.2. Objetivos específicos 
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1. Desenvolvimento, otimização e validação de um ensaio de HCS para triagem de 

compostos contra amastigotas intracelulares de Leishmania; 

2. Realização do HCS: triagem de amostras naturais e sintéticas de diferentes fontes, em 

“screening” primário, seguido por seleção dos “hits” e confirmação de atividade 

(determinação de EC50, CC50 e índice de seletividade); 

3. Construção de um painel de cepas viscerais de L. infantum e L.donovani; 

4. Avaliação da atividade de compostos selecionados contra um painel de cepas do 

complexo L. donovani; 

5. Determinação da atividade de compostos selecionados contra diferentes formas do ciclo 

de vida; 

6. Estudo da atividade anti-Leishmania da combinação de hits selecionados com fármacos 

referência; 

7. Determinação da atividade antiparasitária dos compostos selecionados contra outras 

espécies de tripanossomatídeos, como Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei. 

 

 

3. Metodologia 

 

3.1. Culturas de células e parasitas 

 

- Linhagem celular THP-1: a linhagem celular, derivada do sangue periférico de uma criança 

com leucemia monocítica aguda, (adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro, Xerém - 

RJ, Brasil) foi cultivada em frascos T175 (20 mL) a 37°C e 5% de CO2, em meio RPMI 1640 

(Hyclone) suplementado com 20% de soro fetal bovino – FBS (Gibco), 100 U/mL de 

penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Gibco). As células foram mantidas em densidade 

entre 2x105/mL a 8x105/mL, sendo o repique feito de 2 – 3 vezes por semana. As culturas 

foram mantidas por cerca de dez passagens (entende-se por passagem o número de repiques 

feitos na cultura). 

 

- Linhagem celular U-2 OS: a linhagem celular, derivada de tecido ósseo de uma adolescente 

de 15 anos com osteosarcoma (adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro, Xerém-RJ, 

Brasil) foi cultivada em frascos T175 (20 mL) a 37°C e 5% de CO2, em meio DMEM alta 

glicose (Hyclone) suplementado com 10% de FBS (Gibco), 100U/mL de penicilina e 

100µg/mL de estreptomicina (Gibco). As culturas foram mantidas em densidade de 2x105/mL 
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até a completa confluência, sendo o repique foi feito 2 vezes por semana. Para o repique, 

células foram lavadas com PBS e tratadas com 5 mL de Tripsina-EDTA (Gibco) 0,05% e 

incubadas a 37°C por 3 – 5 minutos. Células foram recuperadas após a adição de 10 mL de 

meio DMEM completo e ressuspendidas para a densidade correta. As culturas foram mantidas 

por cerca de vinte passagens. 

 

- Culturas de parasita do gênero Leishmania: na rotina de triagens, promastigotas de L. 

infantum MHOM/BR/1972/BH046 (gentilmente cedidos por Prof. Ricardo Fujiwara, UFMG, 

Belo Horizonte – MG, Brasil), L. donovani MHOM/IN/1980/DD8 (gentilmente cedidos por 

Profa. Silvia Uliana, USP, São Paulo -SP, Brasil), L. infantum MHOM/BR/1974/PP75, L. 

infantum MHOM/BR/2002/LPC-RPV (obtidos da Coleção de Leishmania do Instituto 

Oswaldo Cruz, CLIOC, Rio de Janeiro – RJ, Brasil), L. donovani MHOM/IN/95/9515 e L. 

donovani MHOM/SD/62/1S (obtidos do Bei Resources, University Boulevard, Manassas – 

VA, Estados Unidos) foram cultivados em frascos T175 (25 mL) a 26°C, sob rotação de 30 

rpm e protegidos da luz; em meio 199 (Sigma-Aldrich) enriquecido com 40 mM de HEPES 

(Sigma-Aldrich), 4.62 mM de bicarbonato de sódio (Sigma- Aldrich), 0,1 mM de adenina 

(Sigma-Aldrich) e 0,0001% de biotina (Sigma-Aldrich); suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (Gibco), 100 U/mL de penicilina (Gibco) e 100 µg/mL de estreptomicina (Gibco). 

Culturas foram mantidas em fase logarítmica (entre 1,0x106 e 1,0x107/ mL), sendo que os 

repiques foram feitos a cada três dias. As culturas foram mantidas por, no máximo, seis 

passagens. 

Em ensaios de padronização e otimização, promastigotas de L. infantum 

MHOM/BR/1972/BH046 foram cultivados em diferentes condições, onde foram variados os 

meios de cultura e a concentração de bicarbonato no meio de cultura. Quanto aos ensaios com 

meios de cultura distintos, foram testados os seguintes meios: (i) RPMI 1640, contendo 25 

mM de HEPES e L-glutamina (Hyclone); (ii) Scheneider (Sigma-Aldrich), (iii) Grace’s 

(Vitrocell) e (iv) LIT (do inglês, liver infusion tryptose), todos suplementados com 10% de 

FBS e 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. Os parasitas foram cultivados 

em frascos T75 (10 mL) a 26°C, sob rotação de 30 rpm e ausência de luz. Os repiques foram 

feitos a cada três dias de cultura, como mencionado anteriormente. 

Para ensaios do efeito do bicarbonato no meio de cultura, promastigotas de 

Leishmania infantum MHOM/BR/1972/BH046 foram descongelados cultivados em meio 199 

preparado como descrito acima, no entanto, com diferentes concentrações de bicarbonato de 

sódio: 0,3; 1,0 e 3,0 g/L de meio 199 preparado ou na ausência de bicarbonato de sódio. Os 
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parasitas foram cultivados em frascos T75 (10 mL) a 26°C, sob rotação de 30 rpm e ausência 

de luz. Os repiques foram feitos a cada três dias de cultura, como mencionado anteriormente. 

 

- Culturas de Trypanosoma cruzi: a cepa Y (DTU TcII) de T. cruzi foi gentilmente cedida 

pelo Prof. Sérgio Schenkman, UNIFESP, São Paulo – SP, Brasil. As formas tripomastigotas 

foram obtidas do sobrenadante de células LLC-MK2, previamente infectadas com 

Trypanosma cruzi (10 parasitas/célula). Culturas infectadas foram mantidas em meio DMEM 

baixa glicose (Vitrocell) suplementado com 10% de FBS, 100 U/mL de penicilina, and 100 

μg/mL de estreptomicina a 37 °C e 5% CO2, por 6 a 7 dias, quando parasitas foram recuperados 

e usados para infectar novas células. As culturas foram mantidas por cerca de 10 ciclos de 

infecção. 

 

- Culturas de Trypanosoma brucei: a cepa referência de Trypanososma brucei brucei Lister 

427 (gentilmente cedidas por Prof. Sérgio Schenkman, UNIFESP, São Paulo – SP, Brasil) foi 

cultivada em meio HMI-9, composto por: 2x IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s media) 

(Sigma – Aldrich), 1 mM de hipoxantina (Sigma – Aldrich), 0.16 mM de timidina (Sigma – 

Aldrich), 50 µM de ácido dissulfônico batocuproína (Sigma – Aldrich), 1.5 mM de L-cisteína 

(Gibco), 1 mM de piruvato de sódio (Sigma – Aldrich) e 0.0014% de β-mercaptoetanol (v/v) 

(Sigma – Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, and 

100 μg/mL de estreptomicina, a 37 °C e 5%CO2. Culturas foram mantidas em fase logarítmica 

(5x104 a 1x106/mL), sendo os repiques feitos a cada dois dias. Culturas foram mantidas por 

cerca de 20 passagens.  

 

3.2. Compostos referência, bibliotecas químicas e preparação de amostras 

- Compostos referência: soluções estoques dos compostos referência anfotericina B, 

Miltefosina e Pentamidina (Sigma-Aldrich), bem como o composto experimental VL-2098 

(gentilmente cedido pela instituição Drugs for Neglected diseases initiative - DNDi), foram 

preparadas à concentração de 10 mM, diluindo-se o pó em DMSO 100% (Sigma-Aldrich). 

Alíquotas únicas (aproximadamente 20 µL) foram preparadas e mantidas a -20°C pelo período 

de, no máximo, três meses, quando novas amostras foram preparadas. Alíquotas foram usadas 

uma única vez, evitando possíveis efeitos de degradação por processos de congelamento e 

descongelamento contínuos. 
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- Biblioteca comercial LOPAC®1280: adquirida da empresa Sigma- Aldrich, a biblioteca é 

composta de 1.280 compostos, do tipo small molecules, biologicamente ativos. A biblioteca 

(concentração de 10 mM em DMSO 100%) composta por 16 placas de 96 poços foi reformatada 

manualmente para 4 placas de poliestireno para armazenamento de compostos de 384 poços 

(Greiner), sendo que as amostras foram rearranjadas das colunas 3 a 20 das novas placas. Placas 

foram mantidas devidamente seladas a -20°C. 

 

- Hypha MycoDiverse™: cedida pela empresa Hypha Discovery, Reino Unido, através do 

projeto “NMTryp, new medicines for trypanomatic infections”, da comissão europeia, a 

biblioteca é composta aproximadamente por 11.000 extratos derivados de fungos. As amostras, 

previamente preparadas e diluídas em DMSO 100%, foram reformatadas em placas de 384 

poços. As placas foram mantidas devidamente seladas a -20°C.  

 

- Biblioteca de frações de HPLC de extratos naturais de plantas do Sudão: cedidas pelo 

Instituto de Pesquisa de Plantas Aromáticas e Medicinais, no Centro Nacional para Pesquisa, 

Sudão, através do projeto “NMTryp, new medicines for trypanomatic infections”, da comissão 

europeia, a biblioteca é composta por 3000 produtos naturais, resultantes do fracionamento por 

cromatografia líquida de alta eficiência (do inglês, high performance liquid chromatography, 

HPLC) de 137 extratos de plantas. As amostras, previamente preparadas e diluídas em DMSO 

100%, foram reformatadas em placas de 384 poços. As placas foram mantidas devidamente 

seladas, a -20°C.  

 

- Biblioteca de amostras de colaboradores: compostos sintéticos ou extratos naturais 

enviados por diferentes colaboradores foram preparados a partir do pó ou óleo, na concentração 

de 10 ou 20 mM (quando a massa molecular era conhecida) ou na concentração de 10 mg/mL, 

para amostras de massa molecular desconhecida), em DMSO 100%. Dependendo do volume 

de amostra preparada, alíquotas de 30 a 100 µL foram feitas e mantidas protegidas da luz, a -

20°C. Alíquotas foram usadas, no máximo, duas vezes, evitando possíveis efeitos de 

degradação por processos de congelamento e descongelamento contínuos. 

 

3.3. Estabelecimento do ensaio biológico 

 

3.3.1. Preparação e diferenciação da linhagem celular THP-1 
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As células THP-1 foram cultivadas de maneira a alcançarem a densidade, volume 

e fase logarítmica do crescimento no dia de uso para ensaio (de 6 a 8x105 células/mL). As 

células foram contadas em câmaras de Neubauer em microscópio óptico e a densidade correta 

para ensaio foi estimada, dependendo do número de placas a serem preparadas. A cultura foi 

então centrifugada e ressuspendida em meio RPMI suplementado com 20% de FBS e 100 U/mL 

de penicilina, and 100 μg/mL de estreptomicina, contendo 50ng/mL do éster de forbol PMA 

(do inglês, phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma-Aldrich), em diferentes densidades 

celulares de THP-1: 1,6; 2,8 e 4,0x105/mL. As células foram cultivadas manualmente em placas 

de poliestireno de 384 poços, próprias para ensaio celular (Greiner µClear), em um volume de 

25µL/poço. Assim, o número de células/poço foi 4.000, 7.000 e 10.000, respectivamente para 

cada densidade plaqueada. No total, 48 poços para cada densidade foram preparados em cada 

uma das duas placas de ensaio. Placas foram incubadas por 48 ou 72 horas, sendo então fixadas 

com paraformaldeído (PFA) (Sigma-Aldrich) 4%, por 20 minutos, seguido por coloração com 

Draq 5 5 µM (Biostatus), por 15 minutos.  

Para determinação do efeito da remoção do reagente PMA do meio de cultura, 

células THP-1 foram contadas e ressuspendidas em meio RPMI 1640, contendo 50 ng/mL de 

PMA, para plaqueamento em placas de 384 poços. No total, quatro placas foram preparadas, 

com 100 poços/placa. Após período de diferenciação de 48 horas, metade dos poços da placa 

foram lavados com PBS por três vezes e meio RPMI 1640 fresco sem suplementação de PMA 

foi adicionado. A partir desse momento, a cada 24 horas, placas foram fixadas com PFA 4% e 

encaminhadas para coloração com Draq5 5 µM ou para o ensaio de multiplicação celular 

(descrito abaixo).  

 

3.3.2. Infecção com promastigotas axênicos de Leishmania 

 

Para ensaios de estabelecimento do sistema biológico, L.infantum cepa 

MHOM/BR/1972/BH046 foi usada como padrão. No dia da infecção (48 horas após 

diferenciação das células THP-1), parasitas cultivados em diferentes meios (M199, RPMI 1640, 

Schneider, Grace´s e LIT) por 6 dias foram usados para infectar macrófagos THP-1. Parasitas 

foram contados e ressuspendidos em meio RPMI 1640, suplementado com 20% de FBS, em 

densidade de 1,4x107/mL. As culturas preparadas foram então colocadas novamente a 26°C e 

rotação de 30 rpm durante o período de 45 minutos, anterior à infecção. Foram adicionados 

25µL de cultura em todos os poços, exceto para colunas que representavam o controle não-

infectado, onde adicionou-se 25 µL de meio RPMI completo. 
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O mesmo protocolo de infecção foi utilizado para: (i) avaliação do melhor período 

de incubação das culturas de promastigotas antes da infecção, nos quais foram utilizados 

parasitas de 5, 6 e 7 dias de cultura em meio 199; (ii) avaliação da concentração de bicarbonato 

de sódio no meio de cultura de promastigotas; (iii) avaliação do efeito de passagens contínuas 

na cultura de promastigotas, onde usou-se parasitas de diferentes passagens: P3, P6, P9, P12, 

P15 e P18, cultivados em meio 199.  

 

3.4. Ensaio de multiplicação celular com EdU 

 

3.4.1. Multiplicação da célula hospedeira 

 

Para avaliação do impacto da remoção do reagente PMA na taxa de multiplicação 

celular da THP-1, células foram diferenciadas e cultivadas em 4 placas de 384 poços e, após 48 

horas de diferenciação, em metade dos poços preparados, o reagente PMA foi removido, por 

sucessivas lavagens e substituição por meio RPMI 1640 fresco (volume final = 25 µL). A cada 

12 horas anterior à fixação, 25 µL de meio RPMI 1640 contendo o nucleotídeo análogo a 

timidina, EdU (5-ethynyl-2´-deoxyuridine) (kit de ensaio Click- iT® - Thermo Fisher) a 100 

µM foram adicionados ao meio. A concentração final de EdU foi de 50 µM. A cada 24 horas, 

após a lavagem e substituição do meio em alguns poços, uma placa foi fixada e tratada com o 

kit de reação, como descrito pelo fabricante. Brevemente, a cultura passou por processos de 

fixação com 4% de PFA e permeabilização com 0,5% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 

seguido por incubação com o coquetel de reação (kit de ensaio Click- iT® - Thermo Fisher) 

contendo o corante Alexa 488, por 30 minutos, protegido da luz. Por fim, culturas foram 

tratadas com o corante Hoescht 5 µg/mL (Thermo Fisher), para coloração dos núcleos celulares. 

 

3.4.2. Multiplicação de parasitas intracelulares 

 

Células THP-1 diferenciadas com PMA, por 48 horas, foram infectadas com 

promastigotas de Leishmania (50 parasitas/célula), previamente cultivados em meio 199 por 4 

ou 6 dias, dependendo da cepa. No total, foram preparadas 6 placas de 384 poços. Após 24 

horas de infecção, a cultura passou por 3 processos de lavagem com PBS e seguido de adição 

de EdU 200 µM (kit de ensaio Click- iT® - Thermo Fisher) e DMSO em diferentes 

concentrações, ambos diluídos em meio RPMI suplementado com PMA a 25 ng/mL. As 

concentrações finais de DMSO foram: 0; 0,125; 0,5 e 1%. A partir desse momento, uma placa 
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foi fixada a cada 24 horas e alguns poços foram tratados com o kit de reação, como descrito 

acima. 

 

3.5. Ensaio de viabilidade de amastigotas intracelulares 

 

Células THP-1 previamente diferenciadas, foram mantidas em frascos T75 por 48 

horas a 37°C e 5% CO2, seguido por infecção com promastigotas de L. infantum 

MHOM/BR/1972/BH046, na proporção de 50 parasitas/célula. Após 24 h de infecção, a cultura 

foi lavada com meio de cultura, ao menos cinco vezes, para remoção de parasitas extracelulares. 

Meio RPMI 1640 contendo 25 ng/mL de PMA foi adicionado à cultura. Após um período de 

incubação de 96 horas, células infectadas foram removidas com auxílio de um cell scraper, e 

centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos. O pellet recuperado passou, então, por agitação em 

vórtex, para ruptura mecânica das células hospedeiras, seguido por ressuspensão em meio 199 

e centrifugação a 1200 rpm. O sobrenadante recuperado foi colocado em frascos de cultura T25 

e incubadas a 26 °C e sob agitação de 30 rpm. A cultura foi avaliada diariamente e, observando-

se parasitas com morfologia similar a promastigotas (presença de flagelo externo e motilidade), 

foi repicada e expandida para posterior infecção em células THP-1. Para a infecção, macrófagos 

previamente diferenciados, foram cultivados em placas de 384 poços e infectados com 

promastigotas de 6 dias de cultura, na proporção de 50 parasitas/célula. No total, 5 placas foram 

preparadas, as quais foram fixadas e submetidas para imageamento a cada 24 horas, após a 

infecção. 

 

3.6. Determinação da atividade biológica de moléculas contra amastigotas intracelulares 

de Leishmania  

 

3.6.1. Plaqueamento e infecção 

 

Após os ensaios de padronização e otimização do sistema biológico, o protocolo 

desenvolvido foi usado para as triagens de bibliotecas de compostos e extratos. Nesse contexto, 

as células THP-1 foram cultivadas em frascos T175 de maneira a alcançarem a densidade, 

volume e fase logarítmica do crescimento no dia de uso para ensaio, dependendo da quantidade 

de placas a serem preparadas. As células foram contadas em câmaras de Neubauer e, então, 

ressuspendida em meio RPMI, contendo 50 ng/mL de PMA na densidade de 7.000 células/poço 

(2,8x105 células/mL). As células foram plaqueadas manualmente em placas de poliestireno 
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pretas de fundo transparente de 384 poços (Greiner), em um volume de 25 µL/poço. A cultura 

foi mantida sob agitação constante, com auxílio de um agitador magnético, para garantir a 

homogeneidade do número de células inter e entre placas. Além disso, em um mesmo dia de 

experimento, foi estabelecido um número máximo de 15 placas a serem preparadas, para evitar 

possíveis variações entre placas na taxa de infecção. Para infecção, promastigotas de 4 ou 6 

dias de cultivo (dependendo da espécie) foram contados e ressuspendidos no mesmo meio das 

células hospedeiras. Foram adicionados 25 µL/poço da cultura às placas, na proporção de 50 

parasitas/célula (1,4x107/mL), exceto nos poços do controle não-infectado, geralmente na 

coluna 24. Nesses poços, foram adicionados 25 µL de meio completo apenas. Como para as 

células THP-1, a cultura permaneceu sob agitação constante durante o plaqueamento, com 

auxílio de um agitador magnético. 

 

3.6.2. Preparação e adição dos compostos 

 

- Ensaios com compostos referência 

Primeiramente, amostras congeladas foram mantidas à temperatura ambiente para 

descongelamento, por aproximadamente 30 minutos. Placas de polipropileno (Greiner) foram, 

então, preparadas manualmente, transferindo-se os compostos referência para os poços das 

placas. As curvas dose-resposta, as quais continham de 10 a 15 pontos do composto referência 

serialmente diluídos por um fator de 2, em DMSO 100%, foram feitas com o auxílio de pipetas 

de 16 canais (Thermo Fisher). Além disso, DMSO (veículo) foi adicionado nas colunas 1,2 

(onde colocaremos os controles negativos) e coluna 24 (onde colocaremos o controle não-

infectado) enquanto que anfotericina B (controle) a 2mM em DMSO 100% foi adicionada na 

coluna 23. 

A partir dessas placas, foram preparadas placas intermediárias, onde soluções foram 

diluídas 33,33x em PBS (concentração de DMSO = 3%), em volume variável, dependendo da 

quantidade de placas de ensaio a serem preparadas. Compostos foram adicionados às placas 24 

horas após a infecção. Para isso, 10µL do conteúdo dos poços foi transferido manualmente para 

as placas de ensaio, sendo que anterior à transferência, o líquido foi misturado três vezes. As 

placas de ensaio preparadas foram incubadas a 37°C e 5% CO2, por 72 ou 96 horas, dependendo 

da cepa/ espécie.  

 

- Ensaios de triagens de alta escala 
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Para as triagens de bibliotecas, amostras foram testadas em concentração/diluição 

única. Além das placas contendo as amostras, mais três placas são preparadas, para controle do 

experimento. São denominadas “placas controle” e foram preparadas manualmente, com 

auxílio de pipetas de 16 canais. As placas controles são: (i) duas placas de curvas dose-resposta 

da anfotericina B, preparadas como descrito anteriormente e (ii) uma placa contendo DMSO 

100% em todos os poços. Além disso, preparou-se uma placa contendo os controles das placas 

de compostos: controles negativos (DMSO 100%, para os controles infectados e não tratados – 

geralmente nas colunas 1 e 2) e controles positivos (2mM de anfotericina B em DMSO 100%, 

para o controle infectado tratado, coluna 23, e DMSO 100% para o controle não – infectado, 

coluna 24). Placas intermediárias foram preparadas, diluindo-se 0,6µL das placas estoques em 

19,6µL de PBS, previamente adicionados às placas (fator de diluição = 33,33x). As placas 

intermediárias são preparadas para evitar a adição de 100% DMSO diretamente nas placas de 

ensaio, o que poderia causar danos às células infectadas, mesmo em pequenos volumes. 

Compostos foram testados em concentração única (diluição de 200x), sendo adicionados às 

placas 24 horas após a infecção. 

Foram transferidos, então, 10µL do conteúdo das placas intermediárias para as 

placas de ensaio. A transferência de compostos sempre segue a seguinte ordem: Placa DRC 1, 

Placa de DMSO, Placa de composto 1, Placa de composto 2, Placa de composto n, Placa DRC 

2. Nas placas de ensaio, os controles e compostos foram diluídos 200x em relação às placas 

estoque, sendo a concentração final de DMSO igual a 0,5% em todos os poços. O volume final 

na placa de ensaio foi 60µL. Os mapas das placas estoques estão apresentados na figura 5. As 

placas de ensaio preparadas foram incubadas a 37°C e 5% CO2, por 48, 72 ou 96 horas, 

dependendo da biblioteca triada.  
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Figura 5. Mapa das placas de ensaio para triagens em alta escala. As placas preparadas 

são: 2 placas de DRC, 1 placa contendo DMSO em todos os poços e as placas contendo as 

amostras a serem triadas. As placas de DRC e de compostos ainda possuem: os controles 

negativos - infectados e não tratados (vermelho) e os controles positivos – infectados e 

tratados com anfotericina B (amarelo) e não – infectados (verde). Anf D1 = anfotericina, na 

primeira diluição. Comp= compostos. 
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- Ensaio confirmatório contra amastigotas intracelulares de Leishmania 

 

As amostras que apresentaram atividade nos ensaios primários (concentração 

única), foram denominados hits e retestados em curvas dose-resposta. Para isso, retornamos às 

placas ou tubos estoques, localizamos as amostras selecionadas e retiramos o volume necessário 

para preparação das placas intermediárias, no modelo de dose-resposta. Cada amostra foi 

serialmente diluída em 10 pontos, por um fator de 2, diretamente em PBS com 3% DMSO, para 

preparação da placa intermediária (fator de diluição – 33,33x). Após mistura do líquido, 10 µL 

do conteúdo foi transferido para a placa de ensaio, as quais foram colocadas a 37°C e 5% CO2 

por 48, 72 ou 96 horas.  

 

3.6.3. Fixação e coloração das placas 

 

Após o período de incubação, placas foram fixadas com 4% de PFA, por 20 

minutos, protegidas da luz, seguido por coloração com 5µM de Draq5, por 15 minutos. As 

placas então foram prosseguidas para imageamento, como descrito a seguir. 

 

3.7. O ensaio de “time-kill” 

 

Células THP-1 previamente diferenciadas foram plaqueadas a uma densidade de 

7.000 células/poço em placas de ensaio de 384 poços. Após 48 horas, parasitas de diferentes 

cepas foram adicionados nos poços a uma razão de 50 parasitas/célula, seguido pela adição dos 

compostos anfotericina B, miltefosina, pentamidina e VL-2098 após 24 horas de infecção, 

previamente preparados em dose-resposta, como descrito anteriormente. As placas de ensaio 

foram preparadas, colocando-se 2 ou 3 cepas/placa (8 colunas/cepa), sendo que, no total, foram 

preparadas 14 placas. A cada 24 horas após a infecção (0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas após 

a adição dos compostos), duas placas foram fixadas com 4% PFA, coradas com Draq 5 e 

prosseguidas para imageamento, como descrito a seguir. 

 

3.8. Estudos de combinação 

 

O perfil de interações entre os compostos foi determinado usando o modelo de 

combinação de drogas à razão constante, onde os dois compostos são combinados em diferentes 

proporções, baseando-se nos valores de EC50 pré-determinados. Para cada interação estudada, 
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diferentes combinações de compostos foram usadas (razões de EC50 = 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4, 

0:5), sendo que cada uma das combinações foi preparada em dose-resposta (10 pontos, em um 

fator de diluição = 2) em placas de 384 poços. Células THP-1 foram, então, diferenciadas com 

PMA 50ng/mL e plaqueadas a uma densidade de 7.000 células/poço em placas de ensaio de 

384 poços e, após 48 horas, promastigotas de L. infantum MHOM/BR/1972/BH046 foram 

adicionados nos poços a uma razão de 50 parasitas/célula. Após 24 horas de infecção, o 

conteúdo das placas estoque de combinação foi diluído em PBS (fator de diluição 33,33x) e 

transferido para as placas de ensaio. Foi usado o mesmo protocolo de diluição e transferência 

de compostos descrito no item 3.6.2. As placas foram incubadas por 72 horas a 37°C e 5% CO2 

e prosseguidas para fixação, coloração e processamento.  

 

3.9. Aquisição e análise de imagens - Sistema de alto conteúdo  

 

Imagens de fluorescência foram adquiridas pelo sistema de High Content Screening 

Operetta (Perkim Elmer), versão 3,1, usando a objetiva de 20x WD e excitação de 647 

nm/emissão de 681 nm. Anterior às leituras, os parâmetros de aquisição foram determinados, 

tais como: tempo de exposição, foco, mapa da placa e número de poços para obtenção. Para 

cada poço, 4 imagens foram adquiridas, as quais foram processadas e analisadas pelo software 

Harmony (Perkim Elmer). Os parâmetros de detecção e processamento foram ajustados para: 

identificação dos núcleos das células hospedeiras, segmentação das células hospedeiras, 

detecção de parasita de maneira individual e seleção das células infectadas.  

 

3.10. Avaliação da inibição de crescimento em promastigotas de Leishmania 

 

Os compostos testados foram diluídos serialmente por um fator de 2 (15 pontos de 

diluição) em DMSO nas placas estoque, - a fim de se obter um padrão de curva dose-resposta. 

Uma placa de diluição intermediária foi preparada utilizando uma pipeta manual de 16 canais, 

transferindo-se 0,6 µL do conteúdo da placa estoque para a placa contendo 19,4 µL de PBS 

(fator de diluição de 33,33x). Foram, então, transferidos 10μL da solução de compostos para a 

placa de ensaio de 384 poços. Promastigotas de Leishmania na fase logarítmica de crescimento 

foram ressuspendidos em meio 199 na densidade de 1x106 parasitas/mL (em 50 µL) e 

dispensados nas placas de ensaio, as quais foram incubadas por 72 horas a 26 °C e sob agitação 

de 30 rpm. Após esse período, os parasitas foram lisados com tampão de lise, contendo 30 mM 

de Tris HCl, pH 7; 7,5 mM de EDTA; 0,012% de saponina e 0,12% de Triton X-100, e o corante 
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SYBR Green (Life Technologies), diluído 1:200, foi adicionado em todos os poços, como 

descrito para ensaios de T. brucei, por Faria et al., 2015. As placas foram agitadas e incubadas 

protegidas da luz, por uma hora, seguido pela leitura no leitor de placas EnSight (Perkin Elmer) 

com excitação em 485 nm/emissão em 530 nm (Faria et al., 2015). 

 

3.11. Avaliação da inibição de crescimento em amastigotas intracelulares de T.cruzi 

 

Ensaios de atividade antiparasitária contra o modelo de T.cruzi foram realizados 

como descrito por Moraes et al., 2014. As células U-2 OS recém tripsinizadas foram contadas 

e ressuspendidas em meio DMEM alta glicose (Highclone), suplementado com FBS 10%, 100 

U/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina, na densidade de 1,75x104 células/mL. A 

cultura foi então semeada em placas de 384 poços, no volume de 40 µL/poço (700 células/poço) 

e, após 24 horas, a infecção foi feita com o sobrenadante de culturas de tripomastigota de T. 

cruzi (1,4x104 parasitas/poço e 10 µL). Após 24 horas de infecção, os compostos foram diluídos 

serialmente por um fator de 2 (10 pontos de diluição) em 100% DMSO nas placas estoque, - a 

fim de se obter um padrão de curva dose-resposta. A placa intermediária foi preparada 

utilizando uma pipeta manual de 16 canais, transferindo-se 1,2 µL do conteúdo da placa estoque 

para a placa contendo 18,8 µL de PBS (fator de diluição de 16,66x). Foram então transferidos 

10μL da solução de compostos para a placa de ensaio, atingindo um volume final de 60μL/poço 

e concentração final de DMSO a 1%. As placas foram incubadas a 37°C e 5%CO2 por 96 horas 

e, então, foram fixadas com PFA 4% e seguidas para coloração com o reagente Draq5 (Moraes 

et al., 2014). Imagens foram adquiridas e analisadas como descrito no item 3.10.  

 

3.12. Avaliação da inibição de crescimento em tripomastigotas sanguíneos de T.brucei 

 

Os ensaios foram realizados como descrito em Faria et al., 2015. Brevemente, os 

compostos testados foram diluídos serialmente por um fator de 2 (15 pontos de diluição) em 

100% DMSO nas placas estoque. A placa intermediária foi preparada utilizando uma pipeta 

manual de 16 canais, transferindo-se 0,6 µL do conteúdo da placa estoque para a placa contendo 

19,4 µL de PBS (fator de diluição de 33,33x). Foram então transferidos 10μL da solução de 

compostos para a placa de ensaio de 384 poços. Parasitas na fase de crescimento logarítmico 

foram ressuspendidos em meio HMI-9 na densidade de 8x103 parasitas/mL e dispensados em 

placas de 384 poços. As placas de ensaio foram incubadas por 72 horas a 37 °C e 5% CO2 e, 
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então, foram prosseguidas para coloração e leitura, como descrito no item 3.10 (Faria et al., 

2015). 

 

3.13. Análise de dados 

 

3.13.1. Normalização dos resultados quantitativos 

 

A análise das imagens adquiridas pelo sistema de alto conteúdo Operetta resulta em 

valores de número de células, número de células infectadas e a média do número de 

parasitas/célula infectada para as quatro imagens de cada poço. A taxa de infecção foi definida 

como a razão do número de células infectadas pelo número total de células (x100, para se obter 

o valor em porcentagem). Os valores de taxa de infecção foram então normalizados, 

considerando os controles negativos (células tratadas apenas com DMSO) e os controles não-

infectados, para determinar a atividade normalizada, a qual é expressa como a porcentagem de 

inibição de parasitas em comparação com os controles. A atividade normalizada foi obtida pela 

fórmula abaixo: 

 

Atividade normalizada = [1 – (TIA – TINI)/( TII – TINI)] x 100 

 

Onde: TIA= taxa de infecção do poço tratado com a amostra a ser testada 

 TINI= média dos valores de taxa de infecção dos controles não-infectados 

 TII= média dos valores de taxa de infecção dos controles com DMSO 

 

A taxa celular representa a razão entre o número de células no poço do composto testado e a 

média do número de células dos controles infectados da placa. 
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3.13.2. Comparação entre grupos de amostras e correlação 

 

A comparação entre grupos de amostras foi feita utilizando-se o teste ANOVA; 

enquanto que a correção entre grupos foi feita pelo teste Spearman. Ambos os testes foram 

realizados com o software licenciado Graphpad Prism. 

 

3.13.3. Controle de qualidade – Z’ – factor 

 

Durante a fase de desenvolvimento e validação do ensaio de HCS e realização da 

campanha de triagem, os experimentos foram rotineiramente submetidos a controle de 

qualidade dos dados obtidos. O principal parâmetro de controle de qualidade de ensaios de HCS 

é o “Z’-factor” (Zhang, Chung & Oldenburg, 1999), um fator estatístico adimensional que 

indica a qualidade de um ensaio ou de uma campanha de triagem por HCS, pelo grau de 

“separação” entre controles positivos e negativos. Os valores de Z’-factor foram calculados 

baseados no parâmetro de taxa de infecção, como mostrado na fórmula a seguir: 

 

Z’-factor = 1- 3 (dpN + dpP) 

                        |MN – MP| 

 

Onde: dpN = desvio padrão do controle negativo 

 dpP = desvio padrão do controle positivo 

 MN = média de infecção dos controles negativos 

 MP = média de infecção dos controles positivos 

 

3.13.4. Análise dos resultados das triagens 

 

A partir dos dados de screening primário, as amostras testadas foram avaliadas 

considerando dois parâmetros: atividade normalizada e taxa celular. Os dados foram 

processados e analisados pelo software licenciado Spotfire, para construção de gráficos de 

atividade normalizada versus taxa celular e, assim, realizar a seleção dos hits.  

A partir dos ensaios de dose-resposta, os valores de atividade normalizada e taxa celular foram 

processadas com o software licenciado Graphpad Prism, para geração de curvas dose-resposta 

e determinação dos valores de EC50 e CC50 por interpolação. Para a proposta do estudo, EC50 

foi definida como a concentração de composto correspondente a 50% de atividade (nesse caso, 

inibição da infecção) e CC50 como a concentração de composto capaz de reduzir em 50% a taxa 
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celular. Potência é relacionada com a EC50 do composto, enquanto que a eficácia é associada à 

atividade máxima do composto observada nas curvas dose-resposta). O índice de seletividade 

indica a razão entre CC50 e EC50, sendo que quando não foi possível calcular o valor de CC50, 

o índice de seletividade foi determinado como maior do que a razão entre a maior concentração 

testada e o valor de EC50. 

 

3.13.5. Análise dos resultados dos ensaios de combinação  

 

A partir das interações realizadas, valores aparentes de EC50 foram determinados 

para cada combinação em particular, como descrito no item 3.13.4, e utilizados para 

determinação das concentrações inibitórias fracionais (FIC, do inglês fractional inhibitory 

concentrations), as quais foram calculadas como expresso na equação seguinte: 

 

FIC = EC50 para o composto em combinação 

EC50 para o composto 

 

Os valores de FIC foram utilizados para construção dos gráficos no modelo de 

isobolograma, utilizando-se o software Graphpad Prism. Além disso, para cada combinação, 

foi calculada a somatória dos valores de FIC, que representa o valor de FIC do composto A 

mais o valor de FIC do composto B. A média das somatórias foi, então, obtida levando em 

consideração todas as combinações de dois compostos, e usada para determinação e 

classificação do perfil da interação dos compostos. Em nossos ensaios, as interações foram 

classificadas como previamente sugerido (Odds, 2003): 

- Somatória dos valores de FIC < 0,5: sinergismo 

- Somatória dos valores de FIC > 0,5 e ≤ 4: associação aditiva (indiferente) 

- Somatória dos valores de FIC > 4: antagonismo 

 

3.13.6. Pesquisa dos compostos selecionados em plataformas online de busca 

 

A busca de informações dos compostos selecionados das campanhas de triagem foi 

feita na literatura, considerando a molécula química dos mesmos, utilizando-se as seguintes 

plataformas de busca: Drug bank, Pubchem, TriTrypDB, SwissADME e 

SwissTargetPrediction. 
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4. Resultados e discussão 

 

Para facilitar a leitura e o entendimento, os resultados obtidos no desenvolvimento 

do projeto foram divididos em quatro sessões. Na primeira Seção, será abordado o 

desenvolvimento e validação do ensaio baseado em imagem para amastigotas intracelulares de 

Leishmania, considerando o estabelecimento do modelo biológico e a otimização do 

processamento de imagens pelo software de análises. Na Seção II, serão descritos os ensaios 

biológicos para desenvolvimento de um painel de cepas de Leishmania, evidenciando 

principalmente as diferenças encontradas nos perfis de infecção e na atividade de drogas 

referência. A Seção III será dedicada às triagens de bibliotecas, constituídas de amostras 

naturais e sintéticas, proveniente de diferentes colaboradores, visando a prospecção de 

candidatos com atividade anti-Leishmania. Por fim, na Seção IV, será apresentada a triagem da 

biblioteca LOPAC contra os modelos de duas espécies de Leishmania, destacando as diferenças 

entre o perfil de hits encontrados contra L. infantum e L. donovani e os ensaios secundários com 

os hits selecionados.  

 

SEÇÃO I: Desenvolvimento do ensaio baseado em imagem para triagem de compostos 

contra Leishmania 

Atualmente, diversos protocolos de ensaios fenotípicos para triagem de compostos 

contra as formas amastigotas de Leishmania estão disponíveis na literatura (Siqueira-Neto et 

al., 2012; Aulner et al. 2013; Dagley et al., 2015). Esses ensaios configuram um grande avanço 

no desenvolvimento de fármacos para esse parasita, uma vez que permitem a junção de um 

modelo biologicamente relevante, em termos de manifestação clínica da doença e tratamento, 

e a eficiência das abordagens high throughput. Nesses casos, nos é fornecida uma informação 

multiparamétrica do modelo de infecção, onde podemos analisar não só atividade do composto 

contra o parasita estudado, mas também os efeitos tóxicos do mesmo na célula hospedeira. 

Apesar de todas as vantagens, essa abordagem ainda possui algumas limitações tais como: (i) 

altas taxas de falhas de experimento, decorridas da grande variação de infecção inter e entre 

placas; (ii) baixa taxa de confirmação de atividade dos compostos selecionados das triagens; 

(iii) uso de uma espécie/cepa única, geralmente L. donovani, levando a uma seleção de hits que 

prioriza compostos com atividade espécie-específica.  



62 
 

Nesse contexto, baseado em protocolos já reportados na literatura, foi desenvolvido 

um ensaio fenotípico otimizado para triagem de compostos contra amastigotas intracelulares de 

parasitas do gênero Leishmania. O ensaio proposto consiste no uso de promastigotas de L. 

infantum de fase estacionária para infectar macrófagos THP-1 diferenciados e a posterior 

quantificação da taxa de infecção após o tratamento. Com o objetivo de estabelecer uma 

metodologia mais robusta, sensível e reprodutível, diversas otimizações foram realizadas no 

modelo, focando: no modelo de infecção, para determinação do melhor protocolo de cultivo 

das células e parasitas, de infecção e de exposição a drogas, e no ajuste do software comercial 

Harmony (Perkim Elmer), para estabelecimento de uma apropriada análise de imagens (figura 

6).  

 

 

Figura 6. Esquema do ensaio desenvolvido para triagem de compostos contra o modelo de 

infecção de macrófagos THP-1 por Leishmania. As informações destacadas nos quadros 

azuis indicam os parâmetros otimizados durante o desenvolvimento do ensaio. Brevemente, 

considerando o modelo biológico, os seguintes parâmetros foram definidos: (i) para a célula 

hospedeira: densidade celular, período e melhor protocolo de diferenciação anterior à infecção, 

(ii) para o parasita: composição do meio de cultivo, passagem da cultura, período de incubação 

antes da infecção, (iii) para a infecção e tratamento: multiplicidade de infecção, concentração 

de DMSO tolerável pelo sistema e período de exposição aos compostos/ extratos. Em termos 

do software de aquisição e análise de imagens, foram estabelecidos os melhores parâmetros 

para obtenção e processamento das imagens. 
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4.11.  Estabelecimento e otimização do ensaio biológico 

 

Considerando o sistema biológico, os melhores parâmetros de cultivo e ensaio para 

a célula hospedeira e parasita foram determinados. Dentre as linhagens e células primárias de 

macrófagos disponíveis, selecionamos a linhagem THP-1 pela relevância biológica, uma vez 

que ela é de origem humana e possui grande semelhança a macrófagos primários (Daigneault 

et al., 2010; Park et al., 2007), bem como pela facilidade de manutenção e alto rendimento, que 

é essencial em ensaios de alta escala. Além disso, essas células não se multiplicam após 

diferenciadas, formando uma monocamada celular, característica importante para ensaios 

baseados em imagem. Por fim, essas células vem sendo frequentemente reportadas para estudos 

de infecção de Leishmania e para triagem de moléculas contra parasitas intracelulares (Gebre-

Hiwot et al., 1992; Karin Seifert, Escobar & Croft, 2010; Siqueira-Neto et al., 2012; Aulner et 

al. 2013; Dagley et al., 2015). 

Primeiramente, a cultura de THP-1 foi diferenciada com o éster de forbol PMA 50 

ng/mL e semeada em placas de 384 poços, nas densidades de 4.000, 7.000 e 10.000 

células/poço, a fim de definir a melhor condição para análise de imagens (figura 7). 

Observamos que a densidade intermediária forneceu um número de amostra (células) adequado 

para as análises estatísticas (~1.000 células/evento) e gerou imagens as quais permitiram uma 

correta segmentação celular pelo software utilizado. Além disso, houve formação de 

aglomerados celulares na densidade de 10.000 células/poço, o que afetou negativamente a 

individualização de células pelo software de análise.  
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Figura 7. Estabelecimento da melhor densidade das células THP-1. Seleção da melhor 

densidade celular para placas de 384 poços: 4000 (esquerda), 7000 (centro) e 10.000 (direita) 

células. As imagens foram adquiridas no microscópio automatizado Operetta: na porção 

superior estão apresentadas as imagens brutas obtidas (coradas com Draq5), enquanto que na 

porção inferior está indicada a segmentação dos núcleos celulares. As setas indicam a 

formação de agregados celulares, resultado da alta densidade de célula. Magnificação: 20x. 

  

Posteriormente, o efeito de diferentes tratamentos com PMA no nível de 

diferenciação das células THP-1 foi avaliado. Os parâmetros foram: o tempo de tratamento com 

PMA e a manutenção ou não do reagente no meio de cultura após o período de diferenciação. 

O período de incubação de 48 horas foi suficiente para a diferenciação da linhagem em células 

macrophage -like, pois, a partir desse momento, já foi possível observar células aderentes e 

espalhadas, com citoplasma aumentado, e baixa taxa de multiplicação celular. Além disso, a 

manutenção do PMA, mesmo após a conclusão da diferenciação em 48 horas, foi essencial para 

manter a morfologia similar a macrófagos (figura 8a). Culturas, das quais o PMA foi removido, 

apresentaram um menor número médio de células no poço, sugerindo que uma quantidade 

significativa de células perdeu a aderência depois da remoção do reagente (figura 8b). Essas 

culturas ainda se apresentaram mais similar a células monocíticas indiferenciadas, como 

demonstrado por: menor área citoplasmática (figura 8c), mudanças na morfologia da célula 

(figura 8d) e maior taxa de multiplicação celular (figura 8e). Portanto, nestas condições, a 

manutenção do reagente PMA no meio de cultura garantiu que as células diferenciadas se 

mantivessem fisiologicamente similares a macrófagos, durante toda a duração do ensaio 

biológico. 
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Figura 8. Efeito da remoção do PMA depois da completa diferenciação celular. (a) Após 

48 horas de diferenciação, células foram mantidas na ausência (esquerda) e presença (direita) 

do reagente PMA. Para as culturas sem PMA, depois do período de tratamento de 48 h, placas 

foram lavadas com PBS e meio RPMI fresco foi adicionado à cultura. Imagens foram 

adquiridas 72 horas após a remoção do reagente. Magnificação: 20x. (b), (c), (d) e (e) 

Diferenças entre as culturas com (PMA (+)) e sem (PMA (-)) no número de células, na área 

citoplasmática, na razão entre comprimento e largura do citoplasma e multiplicação celular, 

respectivamente. Asteriscos indicam diferença estatística significativa entre as amostras 

(p<0.0001). n= 2 
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Para estabelecer a condição mais apropriada para a cultura de promastigotas de 

Leishmania e otimizar, se possível, a metaciclogênese e infectividade, L. infantum 

MHOM/BR/1972/BH046 foi usada como modelo padrão, a qual foi avaliada considerando 

diferentes condições: (i) composição do meio de cultura, (ii) período de incubação da cultura 

de promastigotas antes da infecção, (iii) concentração de bicarbonato de sódio no meio de 

cultura e (iv) número de passagens dos cultivos.  

Atualmente, diversos meios de cultivo são usados para manutenção de 

promastigotas de Leishmania, os quais são determinantes para o rendimento celular, a 

viabilidade da cultura e a infectividade dos parasitas (Castelli et al., 2014; Childs, McRoberts 

& Moussa, 1979; Childs, Foster & McRoberts, 1978; Merlen et al., 1999). Mais 

especificamente, estudos feitos por Santarem et al., 2014, mostram que parasitas cultivados em 

meios de cultura distintos podem apresentar mudanças na expressão de genes metacíclicos, 

resultando em diferentes níveis de infectividade in vitro e in vivo (Santarem et al., 2014) . Tendo 

isso em vista, meios de cultura que estavam disponíveis em nosso laboratório –199, RPMI 1640, 

Schneider, Grace’s e LIT – foram testados, a fim de estabelecer a condição mais apropriada 

para a rotina de screening e aumentar os níveis de infecção em células THP-1. Para avaliar isso, 

foram analisados o crescimento do parasita, tempo de duplicação e perfil de infecção (figura 

9). Os meios 199, Schneider e LIT promoveram um rápido crescimento celular, nos quais as 

culturas atingiram a fase estacionária no quarto dia após o inóculo inicial; enquanto que os 

parasitas cultivados nos meios Grace’s e RPMI 1640 apresentaram uma dinâmica de 

crescimento mais lenta, alcançando a fase exponencial nos dias 4 e 5, respectivamente. 

Também, pudemos observar que o parasitas de Leishmania em meio Schneider não toleraram 

longos períodos em cultura, sendo que a morte celular inicia-se por volta do dia 7 de cultivo 

(figura 9a e 9b). 

Posteriormente, promastigotas foram usados para infectar células THP-1 

diferenciadas e, após 72 horas, a taxa de infecção e número de parasitas/célula infectada foram 

avaliados (figura 9c e 9d). O meio RPMI 1640 levou a uma menor taxa de infecção (63,9 ± 

5,61), comparado aos outros meios testados, que apresentaram taxa de infecção próximo ou 

superior a 70%; no entanto, nenhuma diferença significativa foi observada no número de 

amastigotas intracelulares (5,52 ± 0,37) (p > 0,0001). O meio 199 foi selecionado como meio 

padrão, porque ele proporcionou um rápido crescimento de promastigotas, quando comparado 

aos meios RPMI e Grace’s, o que é essencial para uma rotina de triagens, bem como manteve 

a cultura em fase estacionária, sem que houvesse morte celular, o que não observamos no 

cultivo com meio Schneider. Além disso, gerou uma alta taxa de infecção (> 70%) e um 
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aumentado número de parasitas intracelulares (média de 6 parasitas/célula infectada). Ainda, 

quando comparado ao meio LIT, em dias diferentes de ensaio, o meio 199 apresentou menores 

taxas de variação, como pode ser observado pelo pequeno desvio mostrado nos gráficos de taxa 

de infecção e número de parasitas/célula infectada. 

 

 

Figura 9. Efeito dos diferentes meios de cultura na taxa de crescimento de promastigotas 

de Leishmania e no perfil de infecção. (a) e (b) Curva de crescimento de promastigotas de 

Leishmania cultivados em diferentes meios e tempo de duplicação, respectivamente. Culturas 

a 5x105/mL foram colocadas em frascos de cultura T25 (5mL) e avaliadas diariamente por 

contagem direta em microscópio óptico, durante 10 dias de experimento. (c) e (d) Efeito dos 

diferentes meios de cultivo no perfil de infecção, considerando a taxa de infecção e número 

de parasitas intracelulares. n=2.  

 

 

Estudos prévios demonstraram que o uso de culturas de promastigotas entre a fase 

logarítmica tardia e o começo da fase estacionária resultaram em um enriquecimento das formas 

metacíclicas na cultura, o que levou a maiores taxas de infecção in vitro (da Luz et al., 2009; 

Siqueira-Neto et al., 2012). Portanto, o efeito de diferentes períodos de incubação antes da 

infecção foi avaliado (figura 10), com a finalidade de determinar o dia com maior proporção 

de parasitas viáveis e infectivos. Parasitas de 5 e 6 dias de cultura geraram taxas mais altas de 

infecção (74 e 72%, respectivamente), comparado a promastigotas de 7 dias, os quais resultaram 
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em 65% de infecção. O mesmo perfil foi observado para o número de parasitas intracelulares 

(p > 0,0001).  

 

 

Figura 10. Efeito dos diferentes períodos de incubação no perfil da infecção. Parasitas 

provenientes de 5, 6 ou 7 dias de cultura foram usados para infectar células THP-1 e, após 72 

horas, a taxa de infecção e o número de amastigotas foram avaliados. n=3 (10 poços/dia). p> 

0,0001. 

 

 

Com o objetivo de confirmar o impacto do pH na cultura de Leishmania e, 

possivelmente, enriquecer as formas infectivas na cultura de promastigotas através da 

acidificação natural do meio, parasitas foram cultivados em diferentes concentrações de 

bicarbonato de sódio e foram avaliados quanto a crescimento, metaciclogênese e infectividade 

em macrófagos (figura 11). Parasitas cultivados na ausência ou na concentração de bicarbonato 

de 0,3 g/L apresentaram altas taxas de crescimento e alcançaram a fase estacionária apenas nos 

dias 5 ou 6. Essas culturas também geraram taxas de infecção em cerca de 90%, nas quais um 

grande número de parasitas (entre 9 e 13 parasitas/célula) foi mantido ao longo do período do 

ensaio. Resultados obtidos no trabalho feito por Luz et al., 2009, demonstraram que parasitas 

pré-condicionados em meios ácidos com pH 5,4 resultaram em uma adequada metaciclogênese 

e altos níveis de infecção em macrófagos primários (Luz et al., 2009). Dessa forma, é razoável 

propor que a ausência ou baixa concentração de bicarbonato levou a uma natural acidificação 

do meio, o que resultou em um aumento das formas metacíclicas na cultura e, 

consequentemente, em altas taxas de infecção. Apesar da ausência de bicarbonato apresentar 

um aumento modesto no número de parasitas intracelulares, em comparação a concentração de 
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0,3 e 1 g/L, optamos pelo uso da concentração de 0,3 g/L do reagente, reduzindo eventuais 

mudanças de pH do meio, quando estocado por longo período.  

 

Figura 11. Efeito da concentração de bicarbonato de sódio no meio de cultura de 

promastigotas de Leishmania. Promastigotas axênicos foram cultivados em diferentes 

concentrações de bicarbonato de sódio por 6 dias, como mostrado na legenda: 0 (vermelho); 

0,3 (roxo); 1,0 (azul) e 3,0 g/L (verde) (gráfico superior). Então, promastigotas foram usados 

para infectar macrófagos THP-1 e a taxa de infecção (inferior, esquerdo) e o número de 

amastigotas intracelulares (inferior, direito) foram estimados durante 144 horas de ensaio. n= 

2. p> 0.0001. 

  

 

Como mostrado em outros estudos, a manutenção de promastigotas em cultura por 

longo período pode levar a mudanças em processos biológicos do parasita de Leishmania. 

Moreira et al., 2012, demonstrou que passagens contínuas do promastigotas in vitro induziram 

uma baixa taxa de infecção, como resultado da perda da capacidade de diferenciação do parasita 

(Moreira et al., 2012). Além disso, outros trabalhos reportam uma diminuição da expressão das 

proteínas de membrana específicas para as formas metacíclicas, MSP (do inglês, major surface 
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protease) e PSA (promastigote surface antigen), em parasitas mantidos em cultura por longo 

período (Lei, Romine & Beetham, 2010). Para avaliar o efeito das passagens em nosso sistema, 

culturas de passagem P3 a P18 foram utilizadas para infectar células THP-1 (figura 12). 

Interessantemente, considerando a taxa de infecção, não foi observada diferença estatística 

entre as passagens de cultura (p> 0,0001). Apesar do número de parasitas intracelulares ser 

maior em infecções feitas com promastigotas de P9, o aumento notado nesse parâmetro não foi 

um evento dependente da passagem. Acreditamos que essa diferença nos dados obtidos, quando 

comparado aos resultados encontrados na literatura, se deve ao fato de que, no nosso 

laboratório, as culturas de promastigotas foram sempre repicadas antes de atingirem a fase 

estacionária de crescimento. No entanto, como foi feita apenas uma avaliação fenotípica no 

perfil de infecção (avaliação de taxa de infecção e número médio de parasitas/célula), sem 

considerar possíveis modificações genéticas no parasita ou mudanças na resposta imune, 

decidimos pelo uso de parasitas até a passagem 6, para garantir uma maior homogeneidade nas 

culturas usadas nos experimentos. 

 

 

Figura 12. Efeito do número de passagens da cultura de promastigotas no perfil de 

infecção. Dados fazem referência ao sistema após 72 horas de infecção. n=2. p > 0.0001 

 

 

4.12. Validação do modelo de infecção de células THP-1 por promastigotas de Leishmania 

 

Como o protocolo visa a seleção de compostos ativos contra amastigotas 

intracelulares, nós investigamos se a infecção observada correspondia a parasitas que, de fato, 

haviam se diferenciado para a forma amastigota, estavam viáveis e em multiplicação no interior 

das células hospedeiras. Dessa forma, o ensaio se mostra mais biologicamente relevante e 
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podemos, consequentemente, realizar uma seleção mais apropriada de compostos/ extratos 

candidatos, como já demonstrado em trabalhos previamente reportados (Tegazzini et al., 2016). 

Através de lâminas preparadas com giemsa, foi possível observar a presença de parasitas 

intracelulares similares às formas amastigotas, com morfologia oval e ausência de flagelo 

exteriorizado, a partir de 24 horas de infecção (dado não mostrado). Para evidenciar a presença 

de parasitas viáveis e em replicação, o ensaio de incorporação de EdU foi realizado (figura 

13a). O ensaio é baseado no análogo de timidina (EdU), o qual é incorporado em fitas de DNA 

recentemente sintetizadas, e sua posterior detecção por fluorescência. Esta por sua vez, ocorre 

graças à reação química catalisada por copper, entre uma azida (corante Alexa 488) e um 

alquino (reagente EdU). Observando a infecção no decorrer do período de 120 h de ensaio, a 

taxa de infecção permaneceu constante em cerca de 80% (figura 13b), enquanto houve uma 

pequena diminuição do número de parasitas intracelulares, a partir de 48 horas de infecção 

(figura 13c). Estes dados sugerem que a queda no número de parasitas intracelulares seja 

decorrente da morte de promastigotas não infectivos (não-metacílicos), os quais não foram 

capazes de se diferenciar para as formas amastigotas. Esses dados corroboram com os 

resultados obtidos por DaMata et al., 2015, que observou uma queda de infecção por L. 

guyanensis em macrófagos primários, em 48 h de infecção (DaMata et al., 2015). Após 48 a 72 

horas de infecção, foi possível observar a incorporação do análogo, indicando que os 

promastigotas de fato se diferenciaram para amastigotas, os quais estavam em multiplicação 

dentro dos macrófagos. Nesse período, a taxa de amastigotas com marcadores de fluorescência 

foi determinada em 30 – 40% (13d). 

Avaliamos também a capacidade dos amastigotas intracelulares de completarem 

seu ciclo de vida, ou seja, se diferenciarem em formas promastigotas e infectarem novas células 

hospedeiras. Para isso, células THP-1 diferenciadas foram infectadas com promastigotas de 

Leishmania e, após 24 h de infecção, a cultura foi lavada ao menos cinco vezes, para garantir a 

remoção dos parasitas extracelulares. Após 96 h de infecção, células hospedeiras infectadas 

foram rompidas mecanicamente e a recuperação de amastigotas intracelulares foi feita, os quais 

foram mantidos em meio 199. Nesse momento, observamos parasitas com morfologia ovalada 

e tamanho reduzido, sem motilidade, similar às formas amastigotas. Não foi notada a presença 

de parasitas com flagelo exteriorizado e com motilidade.  

A cultura foi monitorada diariamente e, após quatro dias, foi possível observar 

parasitas apresentando motilidade e morfologia típica das formas promastigotas (corpo 

alongado e flagelo externo). Os promastigotas recuperados continuaram infectivos e foram 

capazes de infectar células THP-1, produzindo uma alta e consistente infecção (> 80%), com 
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número aumentado de parasitas intracelulares (média de 7 a 13 amastigotas/macrófago 

infectado), a qual foi comparável com a infecção observada na metodologia padrão (com 

promastigotas que não passaram pelo processo de recuperação).  

 

 

Figura 13. Validação do modelo de infecção de Leishmania em células THP-1. (a) Figura 

ilustrando as formas em replicação de amastigotas intracelulares de Leishmania, após 72 

horas de infecção (48 h de incorporação de EdU). Núcleos do parasita e célula hospedeira 

estão mostrados em cor azul (Hoechst) e núcleos em replicação estão apresentados em cor 

verde (Alexa 488). A seta branca destaca amastigotas em replicação. O perfil de infecção foi 

avaliado quanto a taxa de infecção (b), número de parasitas intracelulares (c) e taxa de formas 

em replicação (d). Comparação do perfil de infecção produzido por promastigotas “clássicos” 
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(que não passaram pelo processo de recuperação) e promastigotas recuperados, considerando 

(E) taxa de infecção e (F) número de parasitas intracelulares. Gráficos apresentam dados de 

dois experimentos independentes. 

 

 

4.13. Padronização e validação da aquisição de imagens e software de análise 

 

Após 72 horas de infecção, placas foram fixadas, coradas e prosseguidas para leitura 

e análise através do microscópio automatizado Operetta. A figura 14 ilustra a interface do 

software de aquisição e análise licenciado Harmony. Considerando a leitura das placas, os 

melhores parâmetros de aquisição foram estabelecidos, tais como: foco, filtro de 

excitação/emissão, tempo de aquisição, mapa da placa e número de imagens (campos) / poço 

(definido como o menor número de imagens que representava estatisticamente o poço como 

todo). A leitura de cada placa levou em média 50 minutos (1 placa = 384 poços e 4 

imagens/poço).  

 

 

Figura 14. Interface do software comercial de análise Harmony (Perkim Elmer). Os 

parâmetros estabelecidos para leitura e aquisição das imagens foram: foco, filtro de 

excitação/emissão, tempo de aquisição, mapa da placa de ensaio e número de imagens/poço. 
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Após a aquisição, as imagens foram submetidas para a análise pelo software 

comercial Harmony®, o qual contém uma interface constituída de diversas etapas de 

processamento (denominados building blocks) que podem ser apropriadamente ajustadas 

considerando a necessidade do ensaio. Para as análises de alto conteúdo do modelo de infecção 

de Leishmania, o software foi adaptado para fornecer readouts específicos: número de células 

hospedeiras, número de células infectadas e número médio de parasitas/célula infectada. O 

fluxo da análise de imagens estabelecido compreende os seguintes passos (figura 15): 
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Figura 15. Imagem representativa das etapas do processamento de imagem através do 

software Harmony. Os passos do processamento seguem: (a) Imagem adquirida, (b) detecção 

do núcleo das células hospedeiras, (c) Delimitação do citoplasma de cada célula hospedeira, 

(d) Remoção das células da borda, que não possuem todo o citoplasma contido na imagem, (e) 

Detecção de spots – parasitas intracelulares e (f) Seleção das células infectadas do total de 

indivíduos. 

 

 

• Raw image (figura 15a): representa a imagem original adquirida pelo Operetta. Parâmetros tais 

como tempo de exposição, excitação (intensidade da luz) e altura do plano focal foram 

precisamente determinados, com a finalidade de gerar imagens de alta qualidade para as 

análises subsequentes. Optamos pelo uso do corante Draq 5® (Biostatus), pois com um único 

fluoróforo pudemos realizar a marcação de ambos os núcleos da célula hospedeira e parasita, 

com sinal de fluorescência relativamente alto, bem como a marcação da região citosólica em 

intensidade menor. Com isso, não houve a necessidade de uso de marcadores secundários para 

o citosol (Siqueira-Neto et al., 2012). 

• Find nuclei (figura 15b): responsável pela detecção, delimitação e quantificação dos núcleos 

das células hospedeiras na imagem. A detecção é baseada na diferença de intensidade do sinal 

de fluorescência da área do núcleo em comparação com as demais regiões da imagem. Com o 

objetivo de estabelecer o melhor método de detecção, foram testados quatro scripts disponíveis 

no software, ajustando as configurações (parâmetros) de análise e visualizando a detecção. 

Quando erros de detecção eram notados, outro script foi selecionado. Após escolha do método 

ideal (método B), nós realizamos um fino ajuste nos subníveis de configuração para aperfeiçoar 

a detecção, baseando-se em características de tamanho, espaçamento entre células, limites 

mínimos de intensidade de sinal e contraste; 

• Find cytoplasm (figura 15c): atua na seleção e delimitação da área citoplasmática na imagem. 

O citoplasma da célula é detectado como a região marginal ao núcleo celular que possui sinal 

de intensidade superior ao sinal de fundo (background). Dentre os seis scripts disponíveis na 

plataforma, o uso do método B forneceu uma segmentação mais precisa dos citoplasmas 

individuais. O refinamento foi aplicado nesse passo de processamento para definir o limite de 

detecção de intensidade; 
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• Select population (figura 15d): cria uma subpopulação a partir da população existente. A 

primeira seleção de população foi aplicada para remover as células presentes da borda da 

imagem, as quais não possuíam a totalidade da área citoplasmática no campo de imagem; 

• Find spots (figura 15e): responsável pela detecção, seleção e contagem dos parasitas 

individuais no interior das células hospedeiras. Os spots são detectados como uma pequena 

região circular com área reduzida cuja elevada intensidade de sinal se destaca do sinal de fundo, 

dentro dos limites da região do citoplasma previamente definidas. Os spots representam o sinal 

do DNA marcado do parasito proveniente do núcleo e do cinetoplasto – indistinguíveis sob esta 

magnificação. Nesse passo, o método C, depois de ajustamento adequado, foi capaz de 

precisamente detectar parasitas individuais na imagem, sem identificar um número excessivo 

de falsos positivos (comumente gerados por diferenças naturais do contraste no citoplasma ou 

presença de detritos celulares). Nos níveis subsequentes de processamento, nós determinamos 

as propriedades dos spots para detecção: tamanho (raio), contraste mínimo, intensidade e 

mínima distância entre dois pontos para serem considerados indivíduos diferentes. Todos os 

parâmetros foram estabelecidos por observação e a acurácia do método de detecção foi 

determinada por comparação com contagem manual. Para evitar possíveis falsos positivos na 

detecção de spots, imagens dos controles negativo e positivo foram usadas; 

• Select population II (figura 15f): seleciona os indivíduos infectados existentes no campo de 

imagem. O uso do método “filtro por propriedades” foi adaptado para considerar como células 

infectadas aquelas que apresentassem número de spots ≥ 1; 

• Define results: última etapa de processamento da imagem, onde foram definidos quais os 

resultados seriam explorados. O usuário tem a possibilidade de selecionar uma vasta série de 

outputs, tais quais as informações descritivas das etapas de análise bem como os dados 

quantitativos gerados a partir de fórmulas matemáticas. Nós estabelecemos os seguintes outputs 

quantitativos: número de células hospedeiras, número de células infectadas e número médio de 

spots por célula infectada. Esses resultados foram gerados para todas as imagens adquiridas em 

cada poço da placa. Os parâmetros definidos estão representados na tabela 2.  

Para avaliar a sensibilidade do software de análise na detecção de parasitas 

individuais e quantificar as diferenças na carga parasitária entre os controles negativo 

(infectado), positivo (anfotericina a 10 µM) e poços não- infectados, células THP-1 foram 

infectadas com diferentes multiplicidades de infecção (do inglês, multiplicity of infection - 

MOI) de 10, 30 e 50 e, após 72 horas, a infecção e o número de parasitas intracelulares foram 

analisados. Células não infectadas apresentaram um sinal baixo de detecção (cerca de 10% de 
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taxa de infecção e 2 parasitas/célula infectada), indicando baixas taxas de falso-positivo (figura 

16a e 16b). Além disso, a análise estabelecida se mostrou sensível ao identificar diferentes 

cargas parasitárias, como demonstrado pelos gráficos de taxa de infecção (figura 16a), número 

de parasitas intracelulares (figura 16b) e frequência (figura 16c). 

Apesar do composto referência ser capaz de eliminar 100% da infecção na 

concentração de 10 µM, como confirmado visualmente por inspeção de extensa quantidade de 

imagens, a detecção de spots nos controles tratados foi relativamente mais alta (~18%), do que 

nas células não-infectadas devido ao sinal projetado pelas bordas dos vacúolos citoplasmáticos. 

Em outras palavras, o composto referência foi eficaz na redução da infecção intracelular para 

níveis indetectáveis; no entanto, o tratamento com essa droga causou mudanças fenotípicas 

discretas nos macrófagos que foram detectadas como parasitas (falsos negativos). Por isso, os 

controles não-infectados foram usados para os cálculos de normalização e a fórmula do Z’-

factor.  

 

Tabela 2. Parâmetros da análise de alto conteúdo para processar imagens obtidas no 

modelo de Leishmania. 

Building 

block 

Objetivo Parâmetro Especificações Configuração 

Find nuclei 

(Método 

B) 

Detecta o núcleo 

da célula 

hospedeira  

Conta a população 

total 

Common 

threshold 

 

 

Área 

 

 

 

Split factor 

 

 

 

 

Individual 

threshold 

 

Define o nível mínimo 

de intensidade de pixel 

para a área do núcleo 

 

Ajusta o tamanho 

mínimo da área do 

núcleo 

 

Define se os objetos 

maiores serão divididos 

em dois ou mais objetos 

maiores 

 

Determina a intensidade 

do limite de sinal para 

cada objeto 

0,5 

 

 

 

>60 µm 

 

 

 

7,0 

 

 

 

 

0,65 

Find 

cytoplasm 

(Método 

A) 

Segmentar 

individualmente a 

região celular 

Individual 

threshold 

 

Determina a intensidade 

do limite de sinal para 

cada objeto 

individualmente 

0,15 
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Tabela 3. (Continuação) 

Select 

population 

I 

Exclui as células 

cuja área está fora 

dos limites da 

imagem 

Filtros 

comuns 

Remove os objetos à 

margem da imagem 

processada 

- 

 

Find spots 

(Método 

C) 

Detecta os spots  

Quantifica os 

parasitas 

intracelulares 

Raio 

 

 

Contraste 

 

 

 

 

Uncorrected 

spot to 

region 

intensity 

 

Distância  

 

 

 

 

 

Spot peak 

radius 

Ajusta o limite 

máximo do raio  

 

Configura o limite 

mínimo para o 

contraste utilizado na 

detecção de spots 

 

Configura o limite 

inferior do spot em 

relação a intensidade 

da região 

 

Determina o limite 

mínimo para a 

distância entre local 

máxima de dois 

pontos adjacentes 

 

Define o raio da área 

sobre a qual o pico de 

intensidade do spot 

está integrado 

≤ 1,44 

 

 

0,12 – 0,14 

 

 

 

 

0,9 – 1,1 

 

 

 

 

0,9 

 

 

 

 

 

0 

Select 

population 

II 

Detectar células 

infectadas na 

população total 

Filtro por 

propriedade 

Define como o 

software irá 

determinar se uma 

célula está ou não 

infectada 

≥ 1 

Define 

results 

Fornecer os 

resultados 

multiparamétricos, 

configurados pelo 

usuário 
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Nós optamos pelo MOI de 50 para os próximos experimentos de triagem pois o 

mesmo forneceu um perfil típico de infecção e produziu uma clara janela entre controles 

infectados e não-infectados. Além disso, a detecção de spots pelo software de análise não foi 

prejudicada. Apesar do MOI de 50 ser considerado relativamente alto comparado a outros dados 

publicados (Siqueira-Neto et al., 2012), nenhum processo de enriquecimento/purificação das 

formas metacíclicas na cultura foi realizado 
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Visto que as bibliotecas de compostos/extratos são frequentemente diluídas em 

DMSO, foi investigada a concentração máxima do reagente tolerada pelo sistema biológico, a 

qual não interferiria na taxa de infecção e número de parasitas no interior da célula hospedeira 

(figura 16d). Células THP-1 infectadas com Leishmania foram expostas a diferentes 

concentrações de DMSO (0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1%) e a infecção foi avaliada após 48 horas de 

exposição. Foi possível observar que mesmo baixas concentrações de DMSO, como 0,25 e 

0,5%, afetaram as taxas de infecção. Enquanto que as culturas tratadas com PBS apresentaram 

uma taxa de infecção de cerca de 85%, todas as concentrações testadas de DMSO exibiram 

taxas de infecções menores, as quais foram proporcionais a concentração do reagente. Contudo, 

como não é possível realizar campanhas de triagem sem a presença de DMSO (uma vez que os 

compostos de bibliotecas são, frequentemente, diluídos neste veículo), optou-se por realizar as 

triagens empregando a concentração de DMSO de 0,5%, pois, apesar do efeito redutor, ainda 

gerou altos níveis de infecção, bem como é compatível com os processos de pipetagem 

disponíveis em nosso laboratório. 
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Figura 16. Avaliação da sensibilidade de análise pelo software de processamento 

Harmony. (a) Taxa de infecção e (b) número de parasitas intracelulares, após 72 horas de 

infecção, considerando diferentes MOIs: 10, 30 e 50. n=3 (60 poços/dia). (c) Histogramas 

indicando a distribuição do número médio de amastigotas intracelulares (bin size =4) para: 

células não-infectadas, MOI 10, 30 e 50. Os gráficos representam dados de 500 células para 

cada condição (referente a 5 poços), os quais foram escolhidos randomicamente. (d) Efeito da 

concentração de DMSO na taxa de infecção por Leishmania. Após 24 horas de infecção, o 

reagente foi adicionado e placas foram incubadas por 48 horas. n=3 (64 poços/dia).  
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Para validação do método desenvolvido, um painel de drogas referência foi testado 

contra o modelo biológico. Células infectadas com L.infantum MHOM/BR/1972/BH046 foram 

tratadas com as drogas e, após 48 horas, a atividade do composto foi avaliada. As curvas dose-

resposta, bem como os valores de EC50 estão apresentados na figura 17. Anfotericina B e 

Miltefosina foram capazes de reduzir a infecção de modo concentração-dependente e 

apresentaram valores de eficácia e potência comparáveis com os reportados na literatura 

(Vermeersch et al., 2009; Siqueira-Neto et al., 2012). Já o composto Pentamidina apresentou 

uma atividade bastante inferior quando comparada aquelas obtidas para as outras drogas 

referência; nesse caso, observamos uma atividade máxima de aproximadamente 40% de 

inibição da infecção. 

 

 

Figura 17. Curvas de dose-resposta para compostos referência contra o modelo de 

infecção de Leishmania em células THP-1, após 48 horas de exposição às drogas (72 

horas após infecção). Curvas foram geradas por equação de regressão não linear (Graphpad 

Prism). Gráficos representam a atividade normalizada (azul) e taxa celular (vermelho). As 

imagens representam os dados de três experimentos independentes.  
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4.14. Validação do ensaio baseado em imagem para triagem de compostos contra 

Leishmania 

Para avaliar a consistência e reprodutibilidade do protocolo desenvolvido, ensaios 

de variabilidade inter e intra experimentos foram realizados. Duas placas/experimento foram 

preparas contendo células não infectadas, células infectadas e tratadas com composto referência 

e células infectadas tratadas apenas com DMSO. A figura 18 ilustra todas as placas feitas, na 

qual se pode observar uma alta e consistente infecção. Além disso, as placas apresentaram 

pequena variação inter e intra experimentos. Os controles dessas placas foram usados para 

calcular o Z´-factor (2 placas/experimento) e, em todos os dias de experimento, nós obtivemos 

valores superiores a 0,5 para a maioria das placas testadas. Por fim, nos determinamos curvas 

dose-resposta para o composto referência anfotericina B contra Leishmania infantum. O 

experimento foi repetido em 4 diferentes dias, considerando duas placas/dia. Anfotericina B a 

10 µM inibiu 100% da infecção de células THP-1 por L.infantum e apresentou uma EC50 

consistente e reprodutível. 

 

 

Figura 18. Validação do ensaio de alto conteúdo para parasitas intracelulares de L. 

infantum. Duas placas foram preparadas para cada dia de experimento (placas 1 e 2, no dia 

1; placas 3 e 4, no dia 2; placas 5 e 6, no dia 3; placas 7 e 8, no dia 4 e placas 9 e 10, no dia 
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5). O gráfico superior esquerdo representa a taxa de infecção dos controles para os diferentes 

dias de ensaio. O gráfico superior direito indica a validação do parâmetro Z’-factor, gerado 

considerando controles não infectados (cor vermelha) ou células infectadas e tratadas com 

anfotericina B (cor azul) como controle positivo, e células infectadas e tratadas apenas com 

veículo (DMSO 0,5%) como controle negativo. O número do eixo “X” faz referência aos 

dias de ensaio. Cada ponto representa a média de duas placas. O gráfico inferior apresenta a 

curva dose-reposta para anfotericina B depois de 48 horas de exposição (72 horas de 

infecção) para células THP-1 infectadas com L. infantum. Atividade normalizada indica a 

inibição da infecção em relação aos controles. Os números das curvas indicam dias diferentes 

de experimento. 

 

 

SEÇÃO II: Desenvolvimento de um painel de cepas viscerais de Leishmania para 

investigação do perfil de infecção e atividade de drogas referência 

 

Espécies e cepas de Leishmania apresentam diversas diferenças bioquímicas e 

moleculares, as quais podem refletir em variações na sensibilidade às drogas e, 

consequentemente, levar a importantes implicações clínicas (revisado por Croft, Yardley & 

Kendrick, 2002). No entanto, em campanhas de triagens de alta escala, os ensaios são realizados 

especificamente para uma espécie (geralmente L. donovani) e a avaliação dos candidatos contra 

outras espécies/cepas é ignorado ou feita apenas nas fases mais avançadas do desenvolvimento. 

Portanto, se objetivamos identificar candidatos de amplo espectro, devemos considerar as 

variações genéticas e fenotípicas entre diferentes cepas/espécies no processo de descoberta de 

fármacos.  

Por isso, baseado no protocolo estabelecido para L. infantum 

MHOM/BR/1972/BH046, o ensaio de HCS foi otmizado para outras cepas do complexo 

Leishmania donovani, com o objetivo de construir um painel de cepas da forma visceral da 

doença. As cepas escolhidas foram isoladas do Brasil, Índia e Sudão, para abranger diferentes 

regiões geográficas. Através do painel, seremos capazes de investigar possíveis diferenças no 

perfil de infecção para cada cepa, em termos de: tempo para estabelecimento da infecção, taxa 

de infecção, número de parasitas intracelulares e taxa de multiplicação dos amastigotas 

intracelulares.  Além disso, poderemos avaliar o perfil de atividade de compostos candidatos 

contra cepas clinicamente relevantes, que poderia ser determinante para uma seleção apropriada 
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de compostos como starting points para a descoberta de fármacos e contribuir para o 

desenvolvimento de agentes anti-Leishmania de amplo espectro de atividade. 

 

4.15. Padronização dos ensaios biológicos 

 

Culturas das cepas estudadas foram descongeladas e, após três passagens 

(repiques), foram usadas para determinação da curva de crescimento (figura 19). Observando 

as curvas geradas, de modo geral, todas as cepas de Leishmania se adaptaram às condições 

estabelecidas previamente: meio de cultivo, temperatura e velocidade de rotação. No entanto, 

uma diferença sutil foi notada na taxa de crescimento celular da cepa L. donovani 

MHOM/IN/1980/DD8, uma vez que a mesma alcançou o pico de crescimento na densidade de 

7,5x107/mL. As outras cepas apresentaram pico de crescimento variável entre 3,0 e 4,0x107 

parasitas por mL de cultura. Quanto à dinâmica de crescimento, enquanto que a cepa de L. 

infautm MHOM/BR/2002/LPC-RPV apresentou um perfil mais lento, atingindo a fase 

logarítmica apenas no dia 3, os outros representantes atingiram a mesma fase já no dia 1 ou 2. 

A cepa de L. infautm MHOM/BR/2002/LPC-RPV ainda se manteve em fase exponencial até 

complementar o oitavo dia em cultivo, quando as outras culturas entraram em fase estacionária 

entre os dias 4 e 6. Além disso, vale salientar que parasitas de L. donovani MHOM/SD/1962/1S 

apresentaram morte celular acentuada a partir do sexto dia em cultura, o que não foi notado 

para os outros representantes do grupo. 
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Figura 19. Curvas de crescimento celular para promastigotas das diferentes cepas de 

Leishmania. Após o descongelamento, promastigotas foram mantidos em frascos T75, em 

meio 199 a 26°C e sob rotação de 30 rmp. Parasitas em passagem 3 foram usados para a 

padronização da curva de crescimento. Promastigotas foram contados diariamente a partir da 

densidade inicial de 5,0x105/mL, durante 10 dias. As curvas indicam a média (pontos) e o 

desvio padrão (barras) da contagem de parasitas para cada cepa. L.i: L. infantum e L.d.: L. 

donovani 

 

 

Posteriormente, o curso de infecção de cada cepa foi investigado. Para isso, 

otimizações refinadas foram feitas no modelo biológico, sendo possível extrapolar as condições 
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pré-estabelecidas para L. infantum MHOM/BR/1972/BH046 para as outras cepas estudas, com 

exceção do período de cultura de promastigotas antes da infecção, o qual foi modificado para a 

cepa L. donovani MHOM/IN/1980/DD8. Nesse caso, promastigotas de 4 dias de cultura 

geraram infecções mais consistentes e com maior número de parasitas intracelulares. Células 

THP-1 foram infectadas com promastigotas de diferentes cepas de Leishmania e, após 24 horas, 

o ensaio foi monitorado por mais 120 horas, para avaliação da infecção no decorrer do tempo 

(figura 20). Todas as cepas estabelecidas foram capazes de gerar altas infecções (50% – 90%), 

as quais permaneceram consistentes durante todo o ensaio. Além disso, o número médio de 

parasitas intracelulares foi mantido ou passou por aumento no decorrer do tempo de ensaio. No 

entanto, a cepa L. infantum MHOM/BR/1974/PP75 apresentou maior número de amastigotas, 

principalmente a partir de 144 horas (cerca de 9 parasitas/célula infectada). Quanto ao efeito 

citotóxico da infecção nas células hospedeiras, a partir de 72 – 96 horas, houve uma queda no 

número de células do decorrer do ensaio; no entanto, essa diminuição não se apresentou cepa-

dependente. Diferentes perfis de infecção para diferentes cepas de uma mesma espécie já foram 

descritas no trabalho de Zauli Nascimento et al., 2009, que observou que diferentes isolados 

clínicos de L. braziliensis resultaram em taxas de infecções que variaram de 33 a 85% (Zauli-

Nascimento et al., 2009). Essa variação também foi reportada para cepas de L.donovani, as 

quais levaram a taxas infecções entre 42 e 80%, em macrófagos primários (da Luz et al., 2009).  

Além disso, as placas contendo células infectadas com as diferentes cepas de 

Leishmania foram monitoradas diariamente para observação da presença ou não de parasitas 

extracelulares (provavelmente, promastigotas) no decorrer do período de ensaio. Observou-se 

a presença de formas similares a promastigotas viáveis (corpo alongado, presença de flagelo e 

motilidade) para as cepas de L. infantum MHOM/BR/1974/PP75 e L. donovani 

MHOM/SD/1962/1S, mesmo após 96 e 144 h de ensaio, respectivamente. Para as outas cepas 

estudas, não notamos parasitas extracelulares na cultura a partir de 48 horas de infecção.  



87 
 

 

Figura 20. Perfil da infecção de cepas viscerais de Leishmania em células THP-1. Células 

THP-1 foram infectadas com promastigotas de diferentes isolados de Leishmania e, após 24 

horas, placas foram fixadas diariamente, durante 7 dias. Após esse período, imagens foram 

adquiridas e processadas pelo microscópio Operetta. O eixo “X” do gráfico, denominado 

Período (horas), indica o tempo após a infecção. Os pontos da curva referem-se a média dos 

dados de três experimentos independentes. L.i: L. infantum e L.d.: L. donovani 

 

 

Imagens representativas das infecções estão apresentadas nos dois painéis abaixo: 

o primeiro painel demonstra as cepas de L. infantum (figura 21) e o segundo painel ilustra as 

cepas de L.donovani (figura 22).  
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Figura 21. Painel de imagens representativas para os modelos de infecção de cepas de 

L.infantum. Após 96 horas de infecção, placas foram fixadas com PFA 4% e coradas com 

Draq5. Imagens foram obtidas no sistema de high content Operetta. Magnificação: 20x. 
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Figura 22. Painel de imagens representativas para os modelos de infecção de cepas de 

L.donovani. Após 96 horas de infecção, placas foram fixadas com PFA 4% e coradas com 

Draq5. Imagens foram obtidas no sistema de high content Operetta. Magnificação: 20x. 
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Como observamos um efeito prejudicial do DMSO nas infecções realizadas com a 

cepa L. infantum MHOM/BR/1972/BH046 (figura 16d), nós investigamos o impacto do 

reagente no perfil da infecção dos outros isolados. Células infectadas com as diferentes cepas 

de Leishmania foram submetidas a concentrações de DMSO de 0,125; 0,5 e 1% e avaliadas 

para: taxa de infecção (figura 23), número de parasitas intracelulares (figura 24) e taxa de 

replicação celular dos amastigotas intracelulares (figura 25). Nesse caso, anterior à adição do 

DMSO e do reagente EdU, placas foram lavadas com PBS para remoção dos parasitas 

extracelulares. 

Considerando a infecção no decorrer do tempo, de modo geral, as cepas geraram 

infecções mais altas nesse experimento, quando comparado a outros dias de ensaios. Isso pode 

ter ocorrido pela natural variação de infecção em dias diferentes de experimento ou pelo fato 

de que, nesse dia de ensaio, evitamos o uso de poços das bordas das placas, nos quais a infecção 

é reduzida (um tipo do chamado “efeito de borda”). Além disso, para esse experimento 

especificamente, utilizamos o corante Hoescht para contagem dos núcleos das células e 

parasitas, como sugerido pelo fabricante do kit, o que pode ter acarretado em uma melhor 

sensibilidade do software de análise na detecção de spots intracelulares. 

Para todas as cepas estudadas, observamos sutis flutuações na taxa de infecção 

(entre 70 e 90%), as quais foram independentes das concentrações de DMSO testadas (figura 

23). Quanto ao número de parasitas intracelulares (figura 24), considerando os poços expostos 

a PBS, três padrões foram observados: (i) o número se manteve nas primeiras horas de infecção, 

apresentando aumento após 96 horas de infecção (L. donovani MHOM/IN/1995/9515); (ii) o 

número passou por aumento nas primeiras horas de infecção, mantendo-se com pequenas 

flutuações após 48 horas (L. infantum MHOM/BR/2002/LPC-RPV, L. donovani 

MHOM/IN/1974/DD8 e L. donovani MHOM/SD/1962/1S) e (iii) o número de amastigotas 

apresentou aumento contínuo no decorrer do ensaio (L.infantum MHOM/BR/1974/PP75). 

Além disso, diferenças não foram observadas para as diferentes concentrações de DMSO 

testadas, para as cepas estudadas. 
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Figura 23. Efeito de diferentes concentrações de DMSO na taxa de infecção de 

Leishmania em células THP-1. Após 24 horas de infecção das células THP-1 com 

promastigotas de diferentes cepas de Leishmania, placas foram expostas a PBS ou DMSO 

nas concentrações de 0,125; 0,5 e 1,0%. A partir desse momento, placas foram fixadas 

diariamente, durante seis dias de ensaio. A taxa de infecção foi determinada com o software 

de análise Harmony. Dados da análise foram processados no software Graphpad Prism, para 

geração dos gráficos de taxa de infecção. O eixo x, denominado “Período (horas)” indica o 

tempo de exposição ao DMSO. Os pontos do gráfico representam a média de 5 poços 

preparados. Os dados representam o resultado de uma única replicata. L.i: L. infantum e L.d.: 

L. donovani. 
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Figura 24. Efeito de diferentes concentrações de DMSO no número de parasitas 

intracelulares de Leishmania em células THP-1. Após 24 horas de infecção das células 

THP-1 com promastigotas de diferentes cepas de Leishmania, placas foram expostas a PBS 

ou DMSO nas concentrações de 0,125; 0,5 e 1,0%. A partir desse momento, placas foram 

fixadas diariamente, durante seis dias de ensaio. O número de amastigotas intracelulares foi 

determinado com o software de análise Harmony. Dados da análise foram processados no 

software Graphpad Prism, para geração dos gráficos. O eixo x, denominado “Período 

(horas)” indica o tempo de exposição ao DMSO. Os pontos do gráfico representam a média 

de 5 poços preparados. Os dados representam o resultado de uma única replicata. L.i: L. 

infantum e L.d.: L. donovani 
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Quanto à taxa de replicação dos amastigotas intracelulares (figura 25), o reagente 

EdU foi utilizado para monitoramento das formas em multiplicação. Após 24 horas de infecção, 

culturas foram lavadas com PBS, para remoção dos parasitas extracelulares residuais, e meio 

fresco contendo PMA 25 ng/mL e o análogo de timidina foi adicionado às placas. Para avaliação 

de possíveis efeitos tóxicos do reagente para os parasitas ou células hospedeiras, culturas 

infectadas foram mantidas em paralelo na ausência de EdU. Nenhuma diferença no número de 

células, taxa de infecção e número de parasitas intracelulares foi notada entre as duas condições 

(dados não mostrados).  

Para todas as cepas testadas, a incorporação do análogo EdU em culturas expostas 

a PBS somente foi observada nos primeiros períodos da infecção, sendo que o pico de 

incorporação de reagente se deu aproximadamente após 48 ou 72 horas de adição do reagente 

(72 ou 96 horas de infecção). A taxa de replicação máxima observada se apresentou cepa-

dependente, variando entre 18%, para L. infantum MHOM/BR/1974/PP75, e 39%, para 

L.infantum MHOM/BR/2002/LPC-RPV. Além disso, o reagente DMSO não interferiu na taxa 

de multiplicação dos parasitas dos modelos estudados. A tolerância ao DMSO é frequentemente 

discutida em trabalhos de padronização e otimização de ensaios celulares, como já demonstrado 

para modelos de Leishmania (De Rycker et al., 2013) e T.cruzi (Sykes & Avery, 2015). A 

tolerância ao DMSO, bem como a concentração do reagente nos ensaios, tem implicações 

importantes nas triagens de bibliotecas, sendo fator importante na definição, por exemplo, da 

cepa utilizada ou do tempo de exposição aos compostos. 
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Figura 25. Avaliação da taxa de multiplicação celular de amastigotas intracelulares de 

Leishmania em células THP-1. Células THP-1 foram infectadas com promastigotas 

axênicos de Leishmania e, após 24 horas de infecção, DMSO e o reagente EdU foram 

adicionados ao sistema. A cada 24 horas, uma placa foi fixada e prosseguida para coloração 

com Hoescht e Alexa 488. Placas foram lidas do sistema de alto conteúdo Operetta e 

analisadas quanto ao número de parasitas com núcleo em replicação. Dados da análise foram 

processados no software Graphpad Prism, para geração dos gráficos de incorporação de 

reagente. Os pontos na curva referem-se a dados de dois experimentos independentes. A linha 

pontilhada nos gráficos indica a taxa de incorporação nos controles não infectados (falso 

positivo). O período refere-se ao tempo após a adição do reagente EdU e do DMSO. L.i: L. 

infantum e L.d.: L. donovani. 
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4.16. Validação do painel de cepas 

 

Para validar o painel de cepas padronizado, os compostos referência anfotericina B 

e miltefosina foram testados. As células infectadas com as diferentes cepas Leishmania foram 

tratadas com as drogas e, após 96 horas de exposição, a atividade do composto foi avaliada. Em 

contraste ao modelo de L.infantum MHOM/BR/1972/BH046, no qual o composto referência 

anfotericina B foi capaz de eliminar 100% da infecção após 48 horas de exposição; para as 

outras cepas, um período de 96 horas foi necessário para o composto reduzir a infecção a níveis 

comparáveis aos controles não-infectados (cerca de 10% de taxa de infecção) (dados não 

mostrados).  

Ambos os compostos foram capazes de reduzir significantemente a infecção em um 

dinamismo dose-dependente (figura 26 e tabela 3), sendo que levaram a uma máxima atividade 

próxima a 100%, para todas as cepas testadas. No entanto, enquanto a anfotericina B apresentou 

uma potência relativamente constante contra todas as cepas testadas, com valores de EC50 entre 

0,68 e 1,37 µM, a miltefosina mostrou potência dependente da cepa, sendo que os valores de 

EC50 variam de 0,52 (L. donovani MHOM/SD/62/1S) para 7,60 µM (L. infantum 

MHOM/BR/1974/PP75). A diferença de atividade da miltefosina entre espécies de Leishmania 

já foi observada em trabalhos previamente publicados, sendo que Escobar e colaboradores 

atribuíram esta variação de atividade a especificidades moleculares e bioquímicas em 

componentes de membrana celular, os quais variam de uma espécie para outra (Escobar et al. 

2002). Além disso, foi evidenciado mudanças de resposta à miltefosina em 28 isolados clínicos 

de pacientes de diferentes regiões, onde parasitas de localidades altamente endêmicas 

apresentaram menor sensibilidade ao composto (Prajapati, Mehrotra, Gautam, Rai, & Sundar, 

2012).  

Por fim, pode-se observar que os valores de EC50 e atividade máxima foram 

comparáveis com os encontrados na literatura. Para L. donovani já foram reportados valores de 

EC50 de 0,3 µM para anfotericina e aproximadamente 3,0 µM para miltefosina, considerando 

diferentes trabalhos (Escobar et al. 2012; Siqueira-Neto et al., 2012); enquanto que para L. 

infantum, os valores variaram em maior amplitude: para anfotericina, de 0,04 a 2,2 µM e, para 

miltefosina, de 2,7 a 4,4 µM (Morais-Teixeira et al., 2011; Sesana et al., 2011; Reimão et al., 

2014).  
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Figura 26. Curvas dose-resposta para compostos referência contra o modelo de infecção 

de Leishmania em células THP-1, após 96 horas de exposição às drogas (120 horas após 

infecção). Curvas foram geradas por equação de regressão não linear (Graphpad Prism). 

Cada ponto no gráfico indica a média dos valores de atividade normalizada de pelo menos 

dois experimentos independentes. As cores indicam as diferentes cepas de Leishmania, como 

indicado na legenda da figura. L.i: L. infantum e L.d.: L. donovani 

 

Tabela 3. Atividade biológica dos compostos referência para as diferentes cepas de 

Leishmania. 

Cepas Anfotericina B Miltefosina 

 EC50 I.S. A.M. EC50 I.S. A.M. 

MHOM/BR/1974/PP75 0,69 >72 99,2 7,60 >6 87,1 

MHOM/BR/2002/ 

LPC -RPV 

0,73 >68 95,6 3,40 >15 91,3 

MHOM/IN/1980/DD8 1,15 >43 97,7 4,70 >11 93,2 

MHOM/IN/1995/9515 1,20 >42 92,9 1,99 >25 90,4 

MHOM/SD/1962/1S 1,37 >36 98,3 0,52 >96 99,3 

Os valores de EC50 estão representados em µM. I.S.: índice de seletividade. A.M.: atividade 

máxima (%). O experimento foi realizado em, no mínimo, 2 replicatas.  
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4.17. Dinâmica de atividade para as drogas referência 

 

Com a finalidade de melhor entender a diferença de ação dos compostos contra as 

diferentes cepas de L.infantum e L. donovani, avaliamos a dinâmica de eliminação de infecção 

pela anfotericina, miltefosina e o composto experimental VL-2098 (figura 27, 28 e 29). Células 

THP-1 infectadas com as diferentes cepas de Leishmania foram expostas a compostos 

previamente preparados em dose-reposta e, a partir desse momento, placas foram fixadas 

diariamente para determinação da taxa de infecção do modelo biológico em função do tempo.   

Considerando a anfotericina B, comparando as diferentes cepas testadas, foi 

possível observar diferenças na dinâmica de eliminação e no tempo requerido para completa 

remoção de infecção (figura 27). A redução de infecção a níveis comparáveis aos controles não 

infectados se deu nas concentrações acima de 2,5 µM, após 96 horas de exposição, com exceção 

da cepa L. donovani MHOM/SD/62/1S, onde a total eliminação foi obtida em 72 horas. A 

menor concentração de 0,078 µM não apresentou efeito leishmanicida no decorrer do período 

de ensaio, como pode ser observado pela taxa de infecção comparável aos controles infectados. 

No entanto, para as cepas L. donovani MHOM/IN/1980/DD8 e L. donovani 

MHOM/IN/1995/9515, uma sutil redução de infecção, de 20 a 25%, aconteceu nas últimas 24 

horas de ensaio.  

Para as concentrações intermediárias (0,31 e 0,63 µM), a diferença nas dinâmicas 

de atividade do composto foi ainda mais evidente.  Para as cepas L. infantum 

MHOM/BR/1974/PP75, L. donovani MHOM/IN/1980/DD8 e L. donovani MHOM/SD/62/1S, 

a concentração de 0,31 µM resultou em queda na taxa de infecção nas primeiras 48 ou 72 horas 

de exposição; enquanto que para as outras duas cepas testadas, a droga na mesma concentração 

não levou à redução da infecção. Já para a concentração de 0,63 µM, a anfotericina foi capaz 

de causar a redução da infecção, em uma dinâmica dependente da cepa e do tempo. Com 

exceção do modelo de L. infantum MHOM/BR/1974/PP75, no qual a concentração não foi 

capaz de eliminar totalmente a infecção, para as outras cepas observamos o fenômeno após 96 

ou 120 horas.  

Maes e colaboradores reportaram um período relativamente maior para a completa 

eliminação de parasitas intracelulares, em modelos de macrófagos primários infectados com 

amastigotas extraídos de baço de animais. Nesse trabalho, um período de 168h foi necessário 

para a redução da infecção a níveis indetectáveis, considerando a concentração de 16 µM (Maes 

et al., 2016). No entanto, essa discrepância pode ter sido resultado dos diferentes modelos e 

cepas utilizados.  
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Figura 27. Dinâmica de atividade do composto anfotericina B para o modelo de infecção 

de Leishmania em células THP-1. Em cada gráfico: Eixo Y: taxa de infecção (%)/Eixo X: 

período de exposição às drogas (em horas). Células THP-1 infectadas com diferentes cepas 

de Leishmania foram expostas a concentrações de compostos, como indicado na legenda: 20 

(laranja); 10 (azul claro); 2,5 (rosa); 0,625 (roxo); 0,313 (verde) e 0,078 (azul escuro) µM. 

Poços não infectados e infectados tratados com DMSO 0,5% foram usados como controles e 

estão indicados no gráfico por linhas pontilhadas (cores cinza e vermelho, respectivamente). 

Os pontos representam a média de, no mínimo, dois experimentos independentes.  
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Quanto à dinâmica de atividade da miltefosina (figura 28), o tempo necessário para 

completa eliminação da infecção, considerando a máxima concentração (20 µM), se apresentou 

cepa – dependente: 72 horas, para L. donovani MHOM/SD/62/1S; 96 horas para L. infantum 

MHOM/BR/1974/PP75 e L. donovani MHOM/IN/1980/DD8; 120 horas para L. infantum 

MHOM/BR/2002/LPC- RPV e L.donovani MHOM/IN/95/9515. Apenas as concentrações 

iguais ou acima de 2,5 µM levaram a uma redução da infecção a níveis comparáveis ao controle 

não infectado, para todas as cepas testadas.  

As cepas de L. donovani apresentaram uma suscetibilidade sutilmente maior à 

miltefosina, como observado no perfil de atividade do composto nas concentrações 

intermediárias. Enquanto que para L. infantum, as concentrações de 0,31 e 0,63 µM não 

causaram ou causaram uma queda relativamente pequena na infecção; as mesmas 

concentrações levaram a uma redução significativa na infecção das cepas de L. donovani, 

apresentando até mesmo a total eliminação de parasitas intracelulares, como observado para L. 

donovani MHOM/IN/1995/9515 e L. donovani MHOM/SD/62/1S, expostas à concentração de 

0,63 µM.  

Considerando os dados já publicados na literatura, enquanto que o período 

necessário para total redução da infecção foi de 96 h para L. infantum, o mesmo obtido em 

nossos ensaios, para L. donovani, foi reportado um período relativamente maior de 144 h (Maes 

et al., 2016).  
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Figura 28. Dinâmica de atividade do composto miltefosina para o modelo de infecção 

de Leishmania em células THP-1. Em cada gráfico: Eixo Y: taxa de infecção (%)/Eixo X: 

período de exposição às drogas (em horas). Células THP-1 infectadas com diferentes cepas 

de Leishmania foram expostas a concentrações de compostos, como indicado na legenda: 20 

(laranja); 10 (azul claro); 2,5 (rosa); 0,625 (roxo); 0,313 (verde) e 0,078 (azul escuro) µM. 

Poços não infectados e infectados tratados com DMSO 0,5% foram usados como controles e 

estão indicados no gráfico por linhas pontilhadas (cores cinza e vermelho, respectivamente). 

Os pontos representam a média de, no mínimo, dois experimentos independentes. 
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O nitromidazol VL-2098, um composto em fase experimental, vem se mostrando 

como um candidato interessante para tratamento de leishmaniose visceral, causada por L. 

donovani.  O composto foi reportado como potente e seguro, bem como apresentou eficácia em 

modelos animais de hamster e camundongo, após administração oral (Gupta et al., 2015). No 

entanto, pouco é conhecido sobre sua atividade contra cepas de L. infantum ou sua dinâmica de 

atividade em ensaios in vitro. Em nossos ensaios, podemos observar claramente o efeito 

leishmanicida do composto, uma vez que o mesmo foi capaz de reduzir a infecção para todas 

as cepas estudadas a níveis não detectáveis, após 96 ou 120 h (considerando L.donovani 

MHOM/IN/1995/9515) de exposição (figura 29).  

Comparando-se com os perfis observados para anfotericina B e miltefosina, de 

maneira geral, o composto VL-2098 apresentou uma atividade concentração-dependente mais 

expressiva, uma vez que foi possível notar quedas gradativas da infecção para as diferentes 

concentrações. Entre as cepas estudadas, L. donovani MHOM/IN/1995/9515 e L. donovani 

MHOM/SD/1962/1S apresentaram menor suscetibilidade ao composto, pois apenas as 

concentrações de 10 e 20 µM foram capazes de causar a redução na taxa de infecção a níveis 

comparáveis ao controle não infectado.  

Quanto às menores concentrações, as concentrações de 0,078; 0,31 e 0,63 µM 

seguiram uma tendência de redução moderada da taxa de infecção em função do tempo para 

todas as cepas (redução de 30 a 50 pontos percentuais); com exceção da sutil redução observada 

para MHOM/BR/1974/PP75 (aproximadamente 15 pontos percentuais). 
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Figura 29. Dinâmica de atividade do composto experimental VL-2098 para o modelo de 

infecção de Leishmania em células THP-1. Em cada gráfico: Eixo Y: taxa de infecção 

(%)/Eixo X: período de exposição às drogas (em horas). Células THP-1 infectadas com 

diferentes cepas de Leishmania foram expostas a concentrações de compostos, como indicado 

na legenda: 20 (laranja); 10 (azul claro); 2,5 (rosa); 0,625 (roxo); 0,313 (verde) e 0,078 (azul 

escuro) µM. Poços não infectados e infectados tratados com DMSO 0,5% foram usados como 

controles e estão indicados no gráfico por linhas pontilhadas (cores cinza e vermelho, 

respectivamente). Os pontos representam a média de, no mínimo, dois experimentos 

independentes. 
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SEÇÃO III: Triagem das bibliotecas de compostos sintéticos e extratos naturais no 

modelo de amastigotas intracelulares de Leishmania em células THP-1 

 

4.18. Triagem da biblioteca de compostos naturais Hypha’s MycoDiverseTM 

 

Os produtos naturais tem sido amplamente utilizados como fonte de compostos para 

o desenvolvimento de fármacos, sendo que, pelo menos, 60% dos fármacos comercializados 

atualmente possuem direta ou indiretamente origem natural. Como exemplos, podemos citar: 

artemisina, utilizada como antimalárico; morfina, empregada em práticas clínicas como 

analgésico; penicilina, utilizada como antifúngico; lovastatina, aplicada no tratamento de 

índices elevados de colesterol, e paclitaxel, empregado como agente antitumoral (Harvey, 

Edrada-Ebel & Quinn, 2015; Harley, 2008). No campo do desenvolvimento de fármacos para 

leishmanioses, diversos extratos e compostos isolados de origem natural vem sendo explorados, 

como revisado por Singh e colaboradores (Singh et al., 2014). No entanto, considerando os 

ensaios de high throughput, os mesmos ainda são baseados, normalmente, em bibliotecas de 

compostos químicos sintéticos, as quais são frequentemente limitadas na diversidade estrutural 

e ineditismo. Nesse contexto, os produtos naturais podem representar uma fonte alternativa de 

entidades químicas ainda inexploradas, com moléculas bioativas inéditas que podem ser usadas 

como modelo para síntese de novos fármacos.  

A biblioteca Hypha’s MycoDiverse™ representa uma vasta fonte de extratos com 

diversidade química biológica, produzidos por uma coleção de mais de 2000 fungos. É 

constituída por duas séries: série A, que é composta por cerca de 10.000 amostras geradas por 

fermentação de fungos provenientes dos filos Ascomycota e Basidiomycota, e a série C, a qual 

compreende cerca de 1000 extratos produzidos por fermentação de fungos entomógenos. As 

cepas de fungos foram cultivadas em diversas condições (meios de cultura, temperatura, pH, 

entre outros), a fim de estimular a produção de metabólitos secundários bioativos.  

Primeiramente, a biblioteca foi testada em uma única diluição (200x) contra 

parasitas intracelulares de L. infantum MHOM/BR/1972/BH046. A biblioteca de extratos foi 

organizada em 34 placas de 384 poços e foram necessárias 5 corridas de experimento para 

cobrir toda a coleção de amostras (6 ou 7 placas/dia). Para cada dia de ensaio, mais 3 placas-

controle foram preparadas: 2 placas contendo curvas dose-reposta de anfotericina B, para 

monitoramento de variações entre placas durante o ensaio (essas placas sempre são a primeira 

e última placas preparadas no dia de experimento) e 1 placa contendo células infectadas tratadas 
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com veículo (0,5% de DMSO), para avaliação da variabilidade da taxa de infecção e do número 

de células hospedeiras no interior de uma mesma placa. Amostras foram expostas por 48 horas 

ao modelo biológico de infecção. Como resultado, houve uma clara separação entre os controles 

infectados e não infectados, considerando os valores de taxa de infecção e número médio de 

parasitas intracelulares (figura 30). A média e o desvio padrão dos valores do Z’-factor para 

todas as placas da campanha foi de 0,63 ± 0,09 e a média e o desvio padrão de EC50 para a 

anfotericina B foi de 1,59 ± 0,23 µM, indicando alta confiança estatística e robustez do ensaio. 

 

 

Figura 30. Distribuição dos controles infectados e não-infectados para a campanha de 

triagem da biblioteca Hypha’s MycoDiverseTM. Pontos no gráfico indicam a taxa de 

infecção (esquerda) e número médio de parasitas/ célula infectada (direita) para cada poço 

individual. As cores indicam as corridas em diferentes dias de experimento, como indicado 

na legenda. Os dados de taxa de infecção e número de parasitas intracelulares foram 

processados no software Spotfire.  

 

 

Amostras com atividade antiparasitária ≥ 40% e taxa celular ≥ 0.5 foram 

consideradas hits primários, totalizando 123 candidatos (taxa de hits de 1.1%) (figura 31). 

Como já esperado, a taxa de hits encontrada no modelo de Leishmania foi significantemente 

menor do que aquela obtida para outros tripanossomatídeos. Testando a mesma biblioteca 

contra os modelos de T.cruzi e T.brucei em nosso laboratório, alcançamos taxas de hits de 2,3 

e 15%, respectivamente.  
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Figura 31. Triagem primária da biblioteca de extratos naturais Hypha’s 

MycoDiverseTM contra o modelo de infecção de L. infantum. Os pontos representam a 

atividade normalizada (inibição da infecção em relação aos controles) e taxa de célula 

hospedeira para cada poço testado. As retas em cada eixo indicam o cut-off de seleção 

estabelecido para seleção de hits. Os compostos selecionados da triagem primária estão 

localizados no quadrante superior direito.  

 

 

Os hits selecionados foram diretamente re-testados em curvas dose-resposta de 10 

pontos de diluição (fator de diluição = 2). Para isso, os extratos foram localizados novamente 

nas placas estoque, através da coluna e linha correspondentes, e utilizados para a preparação de 

novas placas. No total, 4 placas foram preparadas, cada uma contendo, no máximo, 32 extratos. 

Assim como no screening primário, placas controle foram preparadas para avaliação de 

variabilidade entre poços de uma mesma placa e entre diferentes placas. Foi possível observar 

uma alta e consistente taxa de infecção entre as placas de ensaio, com média e desvio padrão 

de 56,0 ± 2,3. Além disso, todas as placas foram aprovadas em nosso controle de qualidade, 

apresentando valores de Z’- factor de 0,65 ± 0,02. As amostras que obtiveram a mesma 

atividade do ensaio primário, em ao menos um ponto da curva, foram consideradas 

confirmadas. Dessa forma, foi obtido um índice de confirmação de 74%, o qual foi 
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significantemente superior, comparado aos valores reportados para os ensaios (Annang et al., 

2015; Peña et al., 2015).  

Os hits confirmados foram então encaminhados para priorização, os quais seriam 

levados a etapas mais avançadas no pipeline. Para isso, foi realizada uma de-replicação dos hits, 

ou seja, extratos que produziram perfil parecido foram agrupados e aqueles com maior 

rendimento/atividade foram selecionados. Além disso, priorizou-se extratos proveniente de 

diferentes fungos. Das amostras confirmadas, 16 foram selecionadas para ensaios 

complementares de fracionamento primário bio-guiado, com o objetivo de identificar e 

eventualmente purificar o componente ativo dos extratos. As atividades biológicas dos extratos 

estão detalhadas na tabela 4 e figura 32. Todas elas apresentaram alta eficiência, com valores 

de atividade máxima acima de 70%. Além disso, as amostras 3, 5, 9, 11 e 14 tiveram alta 

potência, com fatores de diluição para EC50 variando entre 0,0002 e 0,0004 (do estoque 

original). Nenhuma amostra apresentou citotoxidade em células THP-1 para as diluições 

testadas. 
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Tabela 4. Atividade biológica dos extratos da biblioteca Hypha’s MycoDiverseTM 

contra parasitas intracelulares de L. infantum. 

Extrato EC50* Índice de seletividade Atividade máxima (%) 

Anfo B 1,6 µM >12,5 99,8 

1 0,0030 > 1,67 80,9 

2 0,0024 > 2,05 88,8 

3 0,0003 > 12,40 105,1 

4 0,0006 > 7,81 89,3 

5 0,0002 > 25,00 85,9 

6 0,0013 > 3,73 94,9 

7 0,0014 > 3,47 76,6 

8 0,0028 > 1,79 75,0 

9 0,0004 > 12,5 104,3 

10 0,0030 > 1,64 72,4 

11 0,0004 > 12,5 79,2 

12 0,0008 > 5,88 86,9 

13 0,0020 > 2,48 79,0 

14 0,0002 > 25,00 90,9 

15 0,0026 > 1,89 85,1 

16 0,0007 > 7,46 85,1 

Os valores de EC50 estão representados como uma razão de diluição do estoque inicial do 

extrato. 
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Figura 32. Curvas dose-resposta dos extratos da biblioteca Hypha’s MycoDiverse™ 

contra parasitas intracelulares de L. infantum, após 48 horas de exposição às drogas (72 

horas após infecção). Curvas foram geradas por equação de regressão não linear (Graphpad 

Prism). Cada ponto no gráfico indica a atividade normalizada (azul) e taxa celular (vermelho) 

em relação aos controles. Os resultados indicam dados de uma única replicata. 
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Os 16 extratos escolhidos passaram, então, pelo primeiro fracionamento bio-

guiado, dando origem a 24 frações primárias/hit (essa fase do projeto foi realizada na empresa 

Hypha Discovery, Londres, Reino Unido). Nesse primeiro estágio, foi feita a re-extração do 

material de fermentação, previamente armazenado a -20°C, sendo que cada fração originada 

dos extratos foi, então, testada em três diluições: estoque original, diluição de 5x e diluição de 

25x (na placa de ensaio: 200, 1000 e 5000x). 

Como resultado dos ensaios biológicos contra o modelo de infecção por 

Leishmania, 13 extratos apresentaram pelo menos uma fração ativa contra o parasita, mesmo 

após o fracionamento da amostra. Todas as frações ativas foram então analisadas por HPLC de 

fase reversa e os dados avaliados para a presença de compostos já conhecidos e reportados na 

literatura ou para presença de compostos ativos similares identificados em outros extratos. 

Dessa forma, foram selecionadas frações primárias de 6 extratos: 1, 2, 4, 5, 6 e 9 (considerando 

a numeração da tabela 4), proveniente de diferentes fungos. O perfil de atividade das amostras 

prosseguidas para o fracionamento secundário está apresentado nos gráficos abaixo (figura 33).  

 

 

Figura 33. Perfil de atividade das frações primárias isoladas dos extratos selecionados 

da triagem da biblioteca natural Hypha’s MycoDiverseTM. As cores no gráfico 

representam as diferentes diluições testadas de cada fração: 200 (azul), 1.000 (laranja) e 
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5.000x (cinza). Para os extratos que apresentaram mais de três frações ativas, estão 

representadas aquelas de maior atividade antiparasitária. A linha pontilhada no gráfico 

representa a atividade normalizada de 100%. 

 

 

Todos os extratos selecionados apresentaram pelo menos uma fração com atividade 

próxima a 100%. Além disso, múltiplas frações foram eficientes mesmo nas menores 

concentrações (diluições de 1000 e 5000x), sugerindo a presença de componentes ativos 

potentes. No entanto, algumas amostras apresentaram um perfil dose-dependente atípico: as 

concentrações mais altas não apresentaram as maiores atividades, como notado, por exemplo, 

em todas as frações do extrato 4; nas frações 1 e 2, do extrato 2; na fração 2, do extrato 5 e na 

fração 2, do extrato 6.  Nesses casos, os pontos de diluição mais concentrados não apresentaram 

atividade, enquanto que o segundo ou terceiro ponto de diluição foram capazes de reduzir a 

infecção de forma expressiva. Com a finalidade de verificar a causa desse efeito, nós acessamos 

novamente as imagens adquiridas no miscroscópio Operreta e concluímos que o perfil 

observado se deu ao fato de que as concentrações mais altas das frações foram tóxicas para as 

células hospedeiras, levando a geração de debris celulares, os quais foram detectados como 

spots (falsos positivos).  

A fração mais ativa de cada extrato foi submetida ao fracionamento secundário, 

para isolamento de frações secundárias e, se possível, componentes puros (essa fase do projeto 

foi realizada na empresa Hypha Discovery, Londres, Reino Unido). Essa etapa envolveu o (i) 

desenvolvimento de métodos cromatográficos para separar componentes presentes em cada 

fração, (ii) coleta dos picos cromatográficos resolvidos, (iii) teste dos materiais de 

fracionamento secundário contra o modelo de infecção por Leishmania. Cada fração primária 

foi fracionada em 3 a 7 novas frações secundárias, sendo testadas em dose-resposta (figura 34).  

Como resultado, todas os extratos apresentaram pelo menos uma fração secundária 

com atividade máxima próxima a 100%. Além disso, com exceção do extrato 1, as amostras 

apresentaram alta potência, com valores de EC50 entre o quarto e sexto ponto de diluição da 

curva (fatores de diluição entre 0,0001 e 0,0003 em relação ao estoque original). Além disso, 

analisando o perfil das curvas das frações secundárias, cada extrato apresentou apenas uma 

fração secundária com atividade expressiva, sugerindo que a atividade observada contra o 

parasita foi resultado de um componente único e não do conjunto de frações do extrato.  
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Figura 34. Curvas dose-resposta das frações secundárias obtidas através da campanha 

de triagem da biblioteca Hypha’s MycoDiverse™ contra parasitas intracelulares de 

Leishmania, após 48 horas de exposição às drogas (72 horas após infecção). Curvas foram 

geradas por equação de regressão não linear (Graphpad Prism). Cada ponto no gráfico indica 

a atividade normalizada dos componentes em relação aos controles. As cores nos gráficos 

representam diferentes frações secundárias.  

 

Desse set de amostras, as 5 frações secundárias mais ativas, de diferentes 

organismos, puderam ser detectadas (as frações do extrato 1 foram descontinuadas pois 
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apresentaram baixa potência). As frações foram, então, pesadas quando possível, para 

estimativa dos valores de EC50 e CC50 (tabela 5). Todas elas apresentaram atividade promissora, 

com valores de EC50 próximos ou inferiores a 1µM e atividade máxima de aproximadamente 

100%. As frações mostraram eficiência e potência similares ou superiores ao composto 

referência anfotericina B.  

 

Tabela 5. Atividade leishmanicida das frações secundárias ativas da biblioteca Hypha’s 

MycoDiverseTM. 

Frações secundárias EC50 (µM) 
Índice de 

seletividade 
Atividade máxima (%) 

Anfotericina B 1,96 24,4 98,7 

Extrato 2/fração 2 <1,35 >7,8 98,8 

Extrato 4/fração 4 0,59 >16,1 97,6 

Extrato 5/fração 2 <0,73 >19,9 101,9 

Extrato 6/fração 4 0,28 >46,4 101,3 

Extrato 9/fração 3 0,49 >21,4 96,2 

O experimento foi realizado em uma única replicata. 

 

 

As frações finais foram produzidas por fermentação em maior escala para 

identificação estrutural dos produtos naturais por ressonância magnética. Compostos já foram 

ou estão em processo de caracterização estrutural e identificação; no entanto, as estruturas não 

podem ser aqui mostradas por serem de propriedade da empresa Hypha Discovery. O status 

atual de cada fração está apresentado abaixo: 

• Extrato 2: Está sendo reproduzido em fermentação de 600 mL e a purificação 

está atualmente em andamento; 

• Extrato 4: Foi reproduzido em uma escala de 600 mL, purificado e analisado por 

ressonância magnética. O espectro produzido foi de grande complexidade e, por 

isso, não foi possível ainda propor uma estrutura química. Foi observada uma 

mistura de componentes relativamente próximos quimicamente, os quais não se 

assemelham a nenhum extrato do banco de dados de produtos naturais. Os 
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materiais de fermentação e fracionamento foram submetidos a avaliações 

secundárias de AMDE e toxicidade; 

• Extrato 5 e 6: Estão em fase de produção em escala maior para identificação 

fisioquímica dos componentes ativos; 

• Extrato 9: Foi fermentado em escala de 600 mL, purificado e identificado por 

ressonância magnética. O composto puro encontrado foi recentemente reportado 

como um peptídeo, o qual possui atividade contra o parasita T. brucei. O 

composto foi submetido para avaliações secundárias de ADME e toxicidade. 

 

Por fim, o resumo do fluxo de trabalho referente à triagem da biblioteca Hypha’s 

MycoDiverse™ está apresentado no esquema abaixo (figura 35). 
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Figura 35. Fluxograma de trabalho para triagem de extratos naturais da biblioteca 

Hypha’s MycoDiverse™. 
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4.19. Triagem da biblioteca de extratos naturais de plantas do Sudão 

 

A biblioteca contendo frações isoladas de plantas do Sudão foram adquiridas 

através do projeto “New Medicines for Trypanosomatidic Infections”, da União Européia. 

Brevemente, as espécies de plantas utilizadas foram coletadas de habitats naturais ou compradas 

em mercados locais, baseando-se no uso das mesmas de acordo com a cultura popular para 

tratamento de doenças, especialmente infecções de natureza parasitária. As espécies foram 

classificadas no Herbário do Instituto de plantas aromáticas e medicinais do Centro Nacional 

de Pesquisa, Cartum – Sudão e, então, prosseguidas para extração. No total, 137 extratos foram 

fracionados por HPLC (cerca de 24 frações/extrato) e as frações testadas contra o modelo de 

infecção de Leishmania.  

Considerando todas as placas testadas no ensaio biológico, foi observada taxa de 

infecção consistente em 52,8 ± 1,4 e altos valores de Z’-factor (média de 0,69 ± 0,09). No total, 

3.112 frações foram testadas na diluição única de 200x e os hits primários foram selecionados 

usando o critério de atividade ≥ 70% e taxa celular ≥ 0,5, resultando na identificação de 37 

amostras candidatas (1,2% de taxa de seleção) (figura 36).  

 

 

Figura 36. Triagem primária da biblioteca de extratos naturais de plantas do Sudão, 

contra o modelo de alto conteúdo de L. infantum. Os pontos representam a atividade 

normalizada (inibição da infecção em relação aos controles) e taxa de célula hospedeira para 

cada poço testado. Os compostos selecionados da triagem primária estão localizados no 

interior do quadro pontilhado. 
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As 37 frações escolhidas, as quais foram derivadas de 18 diferentes extratos de 

plantas, passaram por filtros de priorização, como descrito no fracionamento primário da 

biblioteca Hypha’s MycoDiverse ™: realização de uma de-replicação de hits, ou seja, 

agrupamento de extratos com perfil similar e priorização daqueles que apresentaram maior 

rendimento/atividade). Desse set, 11 frações foram prosseguidos para fracionamento 

secundário, originando 60 compostos puros ou semi-puros que foram testados em dose-

resposta. O número de frações secundárias geradas a partir das frações primárias variou de 2 a 

14 frações secundárias/fração primária. A partir dos testes biológicos contra o modelo de 

infeção por Leishmania, 6 frações apresentaram pelo menos uma fração secundária com 

eficiência próxima a 100% e alta potência, com valores de EC50 entre o quarto e quinto ponto 

de diluição da curva.  

As frações secundárias ativas, proveniente de quatro extratos diferentes, foram 

então pesadas para determinação dos valores de EC50, CC50 e índice de seletividade (figura 37). 

 

 

Figura 37. Curvas dose-resposta das frações secundárias obtidas a partir da triagem de 

frações de plantas contra parasitas intracelulares de L. infantum, após 48 horas de 

exposição às drogas (72 horas após infecção). Curvas foram geradas por equação de 
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regressão não linear (Graphpad Prism). Cada ponto no gráfico indica a atividade normalizada 

(azul) e taxa celular (vermelho) dos componentes em relação aos controles. 

 

 

Como mencionado para a biblioteca Hypha’s MycoDiverse™, as frações finais 

estão em processo de produção em larga escala por fermentação, purificação e identificação 

química por ressonância magnética. Com exceção das frações do extrato E097, os compostos 

ativos puros das frações secundárias já foram identificados provisoriamente, através do espectro 

de massas correspondente. Os compostos provenientes dos extratos 2,3 e 6 não se tratam de 

moléculas inéditas, inclusive foram recentemente reportadas como agentes com atividade 

contra o parasita de Leishmania. A identificação fisicoquímica das frações E097/5, E097/6 e 

E097/7 está em andamento, para que então as moléculas sejam avaliadas quanto às 

características de AMDE e toxicidade.  

 

4.20. Triagem de compostos e extratos naturais enviados por colaboradores 

 

Paralelamente, pequenas bibliotecas de diferentes colaboradores foram triadas 

contra o modelo de infecção de L.infantum MHOM/BR/1972/BH046. Ao todo, foram triadas 

774 amostras, de 23 instituições/laboratórios, entre: extratos de plantas, fungos e bactérias a 

compostos sintéticos obtidos a partir de design racional. Os resultados obtidos a partir da 

triagem dessas coleções de moléculas estão sendo atualmente submetidos a periódicos ou em 

vias de submissão, apresentados em congressos nacionais e internacionais, além de 

contribuírem para dissertações, teses e projetos de pós-doutorado. Abaixo, o resumo dos 

principais resultados obtidos: 

 

4.20.1. Triagem de coleção de marinoquinolinas e seus análogos - Colaboração com Prof. 

Carlos Roque, Instituto de Química, Universidade Estadual de Campinas. 

 

O scalfold geral do 3H-pirrolo[2,3-c]quinolínico é um núcleo químico 

relativamente raro entre os produtos naturais e foi, primeiramente, associado à marinoquinolina 

A, uma molécula isolada da bactéria marina Rapidithrix thailandica (Sangnoi et al., 2008). 

Mais recentemente, outros derivados – marinoquinolinas B-F – foram isoladas da bactéria 

Ohtaekwangia kribbensis (figura 38) (Okanya et al., 2011). Juntas, elas possuem um extenso 

arsenal de atividades biológicas, tais como: inibidores da enzima acetilcolinesterase, anti-
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Plasmodium falciparum, anti-Mycobacterium tuberculosis, contra bactérias multirresistentes, 

entre outras. No entanto, até o presente, a classe tem sido pouco explorada em outros modelos, 

incluindo o de Leishmania, representando uma oportunidade potencial para ampliação da 

diversidade química de moléculas para teste biológico.  

 

  

Figura 38. Estrutura química das marinoquinolinas A-F. 

 

 

Dessa maneira, as marinoquinolinas A, B, C e E, bem como alguns análogos, foram 

sintetizadas quimicamente e testadas contra o modelo de infecção de Leishmania. No total, 50 

moléculas foram testadas em concentração única de 20 µM, em dois experimentos 

independentes. O critério de seleção aplicado para seleção de hits foi: atividade normalizada ≥ 

40% e taxa celular ≥ 0,5, em ambos os ensaios (figura 39a). Dessa coleção de moléculas, 7 

compostos foram ativos contra Leishmania, sendo que apresentaram uma média de atividade 

normalizada entre 75 e 87%. Além disso, não apresentaram citotoxidade em células THP-1, 

com valores de taxa celular próximo a 1 (figura 39b).  
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Figura 39. Triagem primária da biblioteca de marinoquinolinas e seus análogos. (a) 

Gráfico de correlação para os compostos testados, em termos de atividade normalizada 

(inibição em relação aos controles), para dois experimentos independentes.  Os compostos que 

apresentaram atividade normalizada acima de 40% nos dois ensaios estão destacados no 

interior do quadro pontilhado. (b) Perfil de atividade e citotoxicidade para os compostos 

selecionados. Os valores de atividade máxima e taxa celular referem-se a dados de dois 

experimentos independentes. Anfo b = composto referência anfotericina B; E= 

marinoquinolina E; 1 – 6 = análogos sintetizados a partir de marinoquinolinas.  
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Os compostos selecionados foram então encaminhados para ensaios de dose-

resposta para determinação dos valores de EC50, CC50, índice de seletividade e atividade 

máxima (figura 40). As moléculas testadas, com exceção do análogo 6, apresentaram 

atividade promissora contra amastigotas intracelulares de Leishmania, com valores de EC50 

menores ou iguais a 10 µM, destacando-se a marinoquinola E e os análogos 2 e 5, os quais 

apresentaram EC50 de 6,3; 5,1 e 5,6 µM, respectivamente. Todos os compostos apresentaram 

alta eficiência, sendo que os valores de atividade máxima variaram de 75,9 a 96,6%. Além 

disso, não observamos citotoxicidade em células THP-1 para nenhum dos compostos, nas 

concentrações testadas. Para anfotericina B, usada como controle do experimento, obteve-se 

EC50 = 2,3 µM/ atividade máxima = 92,5%. 

 

 

Figura 40. Curvas dose-resposta para os hits selecionados a partir da triagem 

primária, após 48 horas de exposição às drogas (72 horas após infecção). Curvas foram 
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geradas por equação de regressão não linear (Graphpad Prism). Cada ponto no gráfico indica 

a atividade normalizada (azul) e taxa celular (vermelho) dos componentes em relação aos 

controles. Os dados de EC50, índice de seletividade e atividade máxima estão indicados nos 

gráficos e representam a média de valores de dois ensaios independentes.  
 

 

 

4.20.2. Triagem da coleção de derivados de azaindóis - Colaboração com Prof. Hélio A. 

Stefani, Departamento de Farmácia, Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade 

de São Paulo. 

 

Leishmania e outros tripanossomatídeos expressam uma vasta gama de quinases, 

as quais estão envolvidas em diversos processos metabólicos desses parasitas. Estudos 

evidenciam o papel dessas enzimas em processos de diferenciação durante o ciclo celular, 

crescimento e desenvolvimento, virulência e sobrevivência no interior de macrófagos 

infectados, entre outros (revisado por Singh, Humar & Sing, 2012). Atualmente, diversas 

abordagens vem sendo empregadas para identificar moléculas que interfiram na atividade 

dessas proteínas, tais como: (i) reposicionamento de inibidores já registrados para tratamento 

de outras doenças (Sanderson, Yardley & Croft, 2014), (ii) triagens de bibliotecas focadas 

nesses inibidores (Durieu et al., 2016) e (iii) síntese de análogos a partir de um inibidor com 

atividade antiparasitária (Woodland et al., 2015). Dessa maneira, é razoável propor a 

identificação de novas classes de inibidores de quinases, as quais podem representar uma nova 

alternativa de candidatos a fármacos. 

Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade de 13 derivados do 

composto 2-(1H-pirrolo[3,2-c]piridina-2-il)propan-2-ois, previamente reportado como um 

potente inibidor de quinase, contra o modelo de infecção de Leishmania. Compostos foram 

testados em dose resposta e os parâmetros quantitativos do perfil de atividade estão 

apresentados na tabela 6.  

Foi possível identificar moléculas ativas contra o parasita, com alta eficiência, 

resultando em valores de atividade máxima entre 89,5 a 97%, para os compostos 18, 19, 20, 22 

e 29. O composto 29 apresentou o valor de EC50 mais promissor (6,78 µM), enquanto que os 

compostos 18 e 19 apresentaram potência relativamente moderada, com valores de EC50 em 

26,3 e 18,6 µM, respectivamente. No entanto, o composto anfotericina B foi ainda, pelo menos, 

3 vezes mais potente, com valor de EC50 igual a 2,3 µM. De maneira geral, os compostos não 

apresentaram citotoxicidade contra a célula hospedeira THP-1.   
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Tabela 6. Atividade biológica dos derivados de azaindóis contra o modelo de infecção de 

L.infantum MHOM/BR/1972/BH046. 

 Composto EC50 (µM) CC50 (µM) 
Índice de 

seletividade 

Atividade 

máxima (%) 

Anfotericina B 2,3 26,5 11,6 101,9 

MNB1_33 (16) n.d. n.d. n.d. - 

MNB1_48 (17) n.d. n.d. n.d. - 

MNB1_53 rxn3 (18) 29,8 >100,0 >3,4 94,1 

MNB1_53rxn3 2_1 (18) 26,3* 85,1 3,2* 97,0* 

MNB1_53rxn3 2 (18) n.d. n.d. n.d. - 

MNB1_53 rxn4 (19) 18,6 53,2 2,9 96,1 

MNB1_56 rxn1 (20) 71,4 >100,0 > 1,4 95,5 

MNB1_56 rxn2 (21) n.d. n.d. n.d. 20,9 

MNB1_56 rxn3 (22) 35,6 >100,0 >2,8 89,5 

MNB1_56 rxn4 (23) n.d. n.d. n.d. - 

MNB1_61 rxn1 (25) 48,0* >100,0 >2,1* 43,6 

MNB1_61 rxn2 (26) n.d. n.d. n.d. - 

MNB1_64 rxn3 (29) 6,8 78,4 11,6 102,1 

Dados representam a média de dois experimentos independentes. *: valor refere-se a uma única 

replicata. n.d.: não determinado. O número entre parêntese indica o código do composto.  

 

 

As moléculas sintetizadas e testadas contra o modelo de Leishmania tratam-se de 

compostos azaindóis, os quais são caracterizados pela substituição de um carbono por um 

nitrogênio no anel benzênico de indóis (Le Hyaric, Almeida & Souza, 2002). Estudos feitos por 

diferentes grupos demonstram a ampla atividade biológica desses compostos: ligantes de 

receptores de benzodiazepinas (Doisy et al., 1999), ligantes de receptores D4 da dopamina 

(Curtis et al., 1999) , antineoplásicos (Echalier et al., 2008; Hong et al., 2012), entre outras. 

Especificamente no campo do desenvolvimento de fármacos para doenças parasitárias, 

trabalhos reportam o potencial de inibição dessas moléculas em modelos de Giardia 

duodenalis, agente etiológico da Giardíase (Leboho et al., 2015), e Plasmodium falciparum 

(Van Baelen et al., 2009), parasita responsável por causar a Malária. No entanto, parece não 

haver precedentes na literatura com relação a ação anti-Leishmania desses compostos. O 

scafold geral dos compostos sintetizados, bem como a estrutura química do composto 29 (que 

apresentou atividade anti-Leishmania promissora), está apresentada na figura 41.  
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Figura 41. Estrutura química dos análogos de azaindóis. (a) Scaffold geral dos azaindóis 

testados nos ensaios biológicos. (b) Composto selecionado a partir da triagem da coleção de 

compostos.   

 

 

Portanto, otimizações químicas do composto 29 e a síntese de novos derivados a 

partir do scafold geral representam uma alternativa interessante para: (i) aumento da potência e 

seletividade dos compostos; (ii) produção de candidatos potenciais contra o parasita e (iii) 

realização de estudos de relação de estrutura-atividade. Além disso, os compostos azaindóis 

representam uma classe inédita de agentes anti-Leishmania, a qual poderá ser explorada 

futuramente.  

 

 

4.20.3. Triagem de compostos análogos de chalconas – Colaboração com Profa. Carolina 

Horta, Universidade Federal de Goiás 

 

As chalconas são moléculas de origem natural, geralmente metabólitos secundários, 

de baixo peso molecular e estrutura química relativamente simples. São amplamente 

conhecidas como moléculas privilegiadas para manipulação sintética e desenvolvimento de 

novos fármacos, devido à diversidade de substituintes os quais podem ser conjugados ao scafold 

principal. Diversos trabalhos vem reportando o amplo espectro de propriedades biológicas das 

chalconas, incluindo: antioxidante, antitumoral, anti-inflamatória, antibacteriana, antifúngica e 

antiparasitária (Batovska & Todorova, 2010; revisado por P. Singh, Anand & Kumar, 2014). 

Dentro do último grupo, vale postular os trabalhos demonstrando a atividade anti-Leishmania 
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dessas moléculas, já previamente publicados (Aponte et al., 2010; de Mello et al., 2014, de 

Mello et al., 2015). 

Nesse cenário, o objetivo desse estudo foi identificar novos compostos com 

atividade contra parasitas de Leishmania, a partir de uma coleção de 32 chalconas/compostos 

similares a chalconas, previamente sintetizados. Brevemente, os compostos foram submetidos 

a uma abordagem in silico baseada em alvo, utilizando o modelamento por farmacóforo e, 

então, a estrutura 3D dos alvos selecionados foi obtida através do modelamento por homologia, 

seguido por docking molecular (realizados no laboratório da Profa. Carolina Horta, UFG). Por 

fim, em nosso laboratório, determinamos a atividade, citotoxicidade e seletividade dos 

candidatos promissores.  

Baseado nos resultados obtidos nos ensaios in silico, foram selecionados nove 

compostos promissores (LabMol-69, 73, 65, 67, 70, 76, 86, 90, and 72) e três compostos 

potencialmente inativos, os quais foram usados como controle negativo (LabMol-72, 73 e 92). 

Os doze compostos nitroheterocíclicos similares a chalconas, juntamente com o composto 

referência anfotericina B, foram testados contra o modelo de infecção por L. infantum 

MHOM/BR/1972/BH046 (tabela 7). Desse set de compostos, três compostos (LabMol-65, 

LabMol-72 e LabMol-73) apresentaram alta atividade anti - Leishmania, com valores de EC50 

variando entre 6,32 e 10,98 µM. A anfotericina B exibiu um valor de EC50 de 1,9 µM. Entre os 

controles negativos, os compostos LabMol-72 e LabMol-73 foram realmente inativos, 

enquanto que o composto LabMol-92 demonstrou EC50 de 9,31 µM. Dentre os quatro 

compostos ativos, apenas os compostos LabMol-65 e Labmol-73 não apresentaram 

citotoxicidade nas concentrações testadas, resultando em índices de seletividade maiores que 

5,2 e 7,9, respectivamente.   
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Tabela 7. Atividade biológica dos análogos de chalconas selecionados através do docking 

molecular contra o modelo de infecção de L. infantum em células THP-1. 

Composto EC50 (µM) CC50 (µM) Índice de 

seletividade 

Atividade 

máxima (%) 

Anfotericina b 1, 9 9,8 5,2  

LabMol – 65 63 >50 >7,9 97,5 

LabMol – 67 30,7 >50 >1,6 83,7 

LabMol – 69 >50 >50 n.d. - 

LabMol – 70 >50 >50 n.d. - 

LabMol – 72 10,9 31,1 2,8 96,5 

LabMol – 73 9,6 >50 >5,2 79,2 

LabMol – 76 >50 >50 n.d. 29,5 

LabMol – 78 27,1 49,5 1,8 60,4 

LabMol – 82 23,8 14,9 0,6 76,9 

LabMol – 86 31,1 8,4 0,2 60,5 

LabMol - 90 >50 >50 n.d. 34,8 

LabMol – 92 9,3 13,1 1,8 80,6 

Dados representam a média de dois experimentos independentes. n.d.: não determinado.  

 

 

Baseado nos resultados experimentais, estudos de relação estrutura-atividade (SAR, 

do inglês structure – activitity relationship) foram realizados para identificar as porções 

estruturais responsáveis pela atividade anti – Leishmania (figura 42). Considerando o anel B, 

independentemente das substituições realizadas no anel A, grupamentos nitro na posição R9 e 

grupos nitro, dimetilamina e metoxila na posição R10 diminuíram a atividade da molécula. 

Substituições por furano e nitrotiofeno também foram desfavoráveis. Em contrapartida, o grupo 

de nitrofurano apresentou uma contribuição positiva. Já focando no anel A, grupamentos que 

impendem a entrada de átomos de outras moléculas (bulky groups) e doadores de elétrons na 

posição R4 resultaram em aumento da atividade, enquanto que as substituições por grupos 

hidrofóbicos ou aromáticos, bem como por átomos halogênicos, demonstraram contribuição 

negativa para a atividade.  
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Figura 42. Estudos de relação de estrutura-atividade para os análogos de chalcona 

testados contra o modelo de Leishmania. (a) Estrutura química das moléculas utilizadas 

nos testes biológicos. (b) Regras do estudo de estrutura-atividade, destacando os grupamentos 

químicos que promoveram ou interferiram na atividade anti -Leishmania. Quadros vermelhos 

indicam os grupos com contribuição desfavorável, enquanto que os quadros azuis 

representam as substituições favoráveis para a atividade. 
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Por fim, os potenciais alvos para os compostos testados foram investigados em 

ensaios in silico. Os compostos LabMol-65, LabMol-72, LabMol-73, e LabMol-92, os quais 

apresentaram expressiva atividade contra o parasite, parecem interagir com proteínas cisteína- 

proteases, as quais foram previamente reportadas como enzimas essenciais para a sobrevivência 

do parasita e potenciais alvos para fármacos (Mahmoudzadeh-Niknam & McKerrow, 2004; 

Mundodi et al., 2005). Em estudos realizados por Mundodi e colegas, por exemplo, foi 

evidenciado que parasitas de L. infantum com knockout para o gene de uma enzima cisteína-

protease geram infecções significantemente menores, em termos de taxa de infecção e número 

de amastigotas intracelulares, quando comparados com parasitas selvagens (Mundodi et al. 

2005). 

Inibidores de cisteína-proteases vem sendo amplamente explorados devido a sua 

atividade antiparasitária. O composto de telúrio RF07, previamente reportado como forte 

inibidor dessa classe de enzimas, mostrou expressiva atividade anti-Leishmania contra 

amastigotas intracelulares, com média de EC50 = 0,53 µM, e baixa toxicidade em macrófagos 

primários de camundongo. Além disso, uma redução de 99,6% da carga parasitária foi 

observada em hamsters infectados com o parasita (Pimentel et al., 2012). Outras classes 

químicas de inibidores também já foram reportadas: compostos nitrilos e carbazonas (Schröder 

et al., 2013), compostos cetoheterocíclicos (Steert et al., 2010) e produtos naturais como 

flavonoides (Gontijo et al., 2012).  

Portanto, o estudo in vitro de interação proteína – composto seria uma abordagem 

interessante para confirmar o alvo terapêutico das moléculas selecionadas em nosso ensaio e, 

consequentemente, guiar uma otimização racional das moléculas candidatas.  

 

4.20.4. Triagem da coleção de inibidores da biossíntese de esteróis (benzil farmesil amina) – 

Colaboração com Prof. Simon Bernhard Cämmerer, UNICAMP 

 

Esteróis são lipídeos constituintes de membranas celulares, que possuem papel 

fundamental na estruturação e funcionamento normal das mesmas. São capazes de modular a 

fluidez da bicamada lipídica, afetando assim a rigidez e permeabilidade da membrana 

plasmática. Em células de mamíferos, o colesterol é o esterol majoritário das membranas, 

enquanto que em outros organismos eucarióticos, como fungos e protozoários, existe uma 

variedade de esteróis constituintes. Especificamente para os tripanossomatídeos, incluindo 

parasitas do gênero Leishmania, é bem estabelecida uma classe especial de esteróis, dos 

ergosteróis, os quais são essenciais para crescimento e viabilidade dos parasitas e não estão 
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presentes em células hospedeiras (revisado por de Souza & Rodrigues, 2009; Nes, 2011; 

Urbina, 2009).  

A síntese do ergosterol requer, pelo menos 20 vias metabólicas, as quais envolvem 

enzimas específicas, sendo que algumas delas se diferem entre mamíferos e tripanossomatídeos. 

Dessa forma, vários são os alvos que podem ser explorados no desenvolvimento de novos 

fármacos que interfiram na viabilidade do parasita e não sejam tóxicos para a células do 

hospedeiro (revisado por de Souza & Rodrigues, 2009). Nesse contexto, destaca-se a esqualeno-

sintase, uma enzima que exerce papel chave na biossíntese de esteróis, pois catalisa a reação de 

produção de escaleno, um dos precursores de colesterol e ergosterol (Urbina et al., 2002). Tal 

enzima foi recentemente validada como potencial alvo quimioterápico para os parasitas T. cruzi 

(Shang et al., 2014) e Leishmania (Bhargava et al., 2010) e diversos trabalhos tem demonstrado 

esforço na identificação de possíveis inibidores para essa enzima (Cammerer et al., 2007; 

Orenes Lorente et al., 2005; Urbina et al., 2004). Apesar desses inibidores também interferirem 

na produção de colesterol por células hospedeiras, a seletividade desses compostos pode ser 

explicada pelo fato de que as células hospedeiras possuem a capacidade de compensar o 

bloqueio da síntese de colesterol pela maior captação de esteróis do meio externo (por exemplo, 

meio de cultivo e soro) (Urbina, 2009). 

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo sintetizar análogos do composto 

benzil-farnesil amina, uma classe já reportada como potente inibidor da enzima escaleno-

sintase, e testá-los contra os modelos biológicos de Leishmania e T.cruzi na tentativa de 

identificar possíveis candidatos com atividade antiparasitária. Os ensaios envolvendo o modelo 

do parasita T. cruzi foram realizados pelo aluno de doutorado Caio Haddad Franco, em nosso 

laboratório. No total, uma pequena coleção de 7 análogos foi triada contra os modelos 

intracelulares dos parasitas na concentração única de 25 µM (figura 43). Interessantemente, 

todos os compostos apresentaram atividade antiparasitária relativamente alta, que variam de 75 

a 100%, em ambos os modelos. No entanto, enquanto que para o modelo de Leishmania não 

observamos citotoxicidade dos compostos, para o modelo de T.cruzi, os mesmos apresentaram 

toxicidade variável, sendo que os valores calculados de taxa celular apresentaram-se entre 0,20 

a 0,90, em relação aos controles infectados. 

 



129 
 

 

Figura 43. Atividade biológica dos análogos de benzil-farmesil amina contra os modelos 

de Leishmania infantum e Trypanosoma cruzi. Os compostos estão nomeados de 6a a 6g. 

Os dados referem-se às médias e as barras de erro representam os valores de desvio padrão 

de dois ensaios independentes.  

 

 

Tendo em vista os resultados promissores obtidos, investigamos a atividade dos 

compostos em curvas dose-resposta, para determinação dos valores de EC50, CC50, índice de 

seletividade e atividade máxima (tabela 8). Tivemos que o composto 6g apresentou alta 

potência e eficácia contra ambos os modelos testados, no entanto, um valor relativamente baixo 

de índice de seletividade (I.S. < 10) foi observado para as células U2OS infectadas com T. cruzi. 

De fato, com exceção do composto 6c, que apresentou uma performance satisfatória, todos os 

outros análogos em teste apresentaram baixa seletividade nas células USOS. O mesmo perfil 

não foi observado para as células THP-1, embora os compostos tenham apresentado menor 

potência, quando comparados aos resultados obtidos para T. cruzi. Isso pode apontar para uma 

variação na tolerabilidade dos compostos pelas células usadas nos modelos de infecção, 

provavelmente devido a: (i) diferenças na ativação de vias off-target ou (ii) pelo dinamismo 

complexo nas interações parasito – hospedeiro por si.  
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Tabela 8. Parâmetros quantitativos das curvas de dose-resposta contra os modelos de 

amastigotas intracelulares de L. infantum e T.cruzi. 

 Leishmania infantum Trypanosoma cruzi 

 EC50 

(µM) 

CC50 

(µM) 

A.M. 

(%)  

I.S. EC50 (µM) CC50 

(µM) 

A.M. 

(%)  

I.S. 

Anfo B 2.3± 0.5 41.4 ± 

5.6 

95.8 > 17.6 - - - - 

Benz - - - - 3.0 ± 0.8 nd 102.2 > 133 

6a 14.6 ± 

2.5 

nd 107.4 > 3.5 7.1± 3.4 21.1 ± 

4.1 

100.2 2.9 

6b 13.6 ± 

3.3 

nd 102.6 > 2.8 4.2 ± 1.4 25.8 ± 

0.1 

91.8 6.1 

6c 17.9 ± 

0.5 

nd 95.2 > 3.2 2.8 ± 0.4 32.2 ± 

7.7 

93.0 11.5 

6d 15.7 ± 

0.1 

nd 93.6 > 4.1 9.2 ± 0.5 27.2 ± 

2.0 

85.5 2.9 

6e 12.3 ± 

1.9 

nd 97.5 > 3.8 6.7 ± 1.9 16.7 ± 

0.7 

97.6 2.5 

6f 7.8± 2.8 nd 108.2 > 6.9 4.6 ± 1.5 16.6 ± 

3.9 

100.9 3.6 

6g 7.7 ± 0.7 nd 103.8 > 6.5 3.8 ± 1.9 21.9 ± 

4.5 

103.7 5.8 

n.d.: não determinado. A.M.: atividade máxima, em porcentagem. I.S.: índice de seletividade. 

-: não testado. Anfo B: anfotericina B. Benz: benznidazol. Dados representam os resultados de 

dois experimentos independentes.  

 

 

Verificando a relação de estrutura – atividade dos compostos testados (tabela 8) e 

figura 44), o composto 6a exibiu uma atividade biológica moderada contra o parasita T. cruzi, 

com EC50 de 7,1 µM e uma baixa potência contra L. infantum (EC50 = 14,6 µM). O substituinte 

-OMe na posição 2 do anel A (composto 6b) levou a um aumento de duas vezes na atividade 

contra T. cruzi, no entanto não afetou na atividade contra Leishmania. O mesmo perfil foi 

observado no análogo 6c, onde outro grupamento metoxila foi incorporado na posição 3, do 
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anel A. A molécula 6c foi notavelmente mais potente contra T.cruzi, apresentando valor de 

EC50 comparável com o composto referência benznidazol; no entanto, também observamos um 

aumento na citotoxicidade do composto. Já o derivado 6d, com três substituições -OMe no anel 

A apresentou menor atividade contra o parasita T. cruzi, enquanto que para o modelo de 

Leishmania, nenhuma mudança de potência foi observada. Comparado com o composto 6a, 

que não passou por nenhuma substituição química, o análogo 6f apresentou-se mais ativo contra 

os dois modelos, sugerindo que o grupo metil aumentou a estabilidade metabólica do composto. 

Um substituinte -OMe na posição R3 originou o composto 6g, que apresentou atividade 

comparável com o composto 6f, o que significa que o grupamento adicional não acarretou em 

mudanças na atividade das moléculas. Uma comparação das estruturas químicas dos análogos 

e suas atividades antiparasitárias nos dão uma conclusão preliminar: o substituinte metila nas 

proximidades do anel C (posição R5) resulta em um efeito positivo na atividade biológica contra 

o parasita do gênero Leishmania, enquanto que o substituinte -OMe, nas posições R2 e R3 do 

anel A levou a um aumento significativo na atividade contra o T. cruzi.  
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Figura 44. Estrutura geral e análogos do inibidor da enzima esqualeno-sintase. 

  

A partir dos dados apresentados, podemos inferir que os inibidores de esqualeno 

sintase, da classe das benzil-farnesil aminas, apresentam uma alternativa em potencial para 

investigação de novos candidatos com atividade anti-tripanossomatídeos, sendo interessante, 

portanto, a síntese de novos análogos, objetivando o aumento da potência e seletividade das 

moléculas. Além disso, apesar de assumirmos que a inibição da proteína esqualeno-sintase ser 

responsável pela atividade biológica observada, investigações mais detalhas do mecanismo de 

ação dos compostos estão, paralelamente, sendo realizadas em colaboração, para validação do 

alvo terapêutico.  
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SEÇÃO IV: Triagem da biblioteca LOPAC 

 

4.21. Triagem da biblioteca LOPAC® contra os modelos de L. infantum e L. donovani 

Tendo em vista o potencial promissor do reposicionamento de compostos no 

desenvolvimento de fármacos para doenças negligenciadas, a biblioteca LOPAC®, constituída 

de 1.280 compostos biologicamente ativos (fármacos licenciados e moléculas com 

propriedades/classes farmacêuticas relevantes), foi testada contra os modelos de L. infantum 

(MHOM/BR/1972/BH046) e L. donovani (MHOM/IN/1980/DD8). O objetivo, nesse caso, foi 

realizar a prospecção de candidatos ativos bem como traçar um paralelo de atividade de 

compostos contra as duas espécies viscerais.  

A biblioteca, contendo 4 placas, foi testada em duplicata em dois experimentos 

independentes. Células THP-1 previamente infectadas com promastigotas de Leishmania foram 

expostas aos compostos da biblioteca em concentração única de 50 µM, por 72 horas para L. 

infantum e 96 horas para L. donovani. O resumo dos parâmetros da triagem está apresentado na 

tabela 9, figura 45 e figura 46. Foi possível observar que ambos os representantes viscerais 

apresentaram alta taxa de infecção, com média de infeção dos controles infectados de 60% 

(±1,3) para L. infantum e 75% (±13,5) para L. donovani. Isso resultou em altos valores de Z’- 

factor (0,66 e 0,77), indicando alta confiabilidade das triagens. Além disso, quando observado 

o índice de correlação entre duas corridas de experimento independentes, altos valores foram 

obtidos (0,91 e 0,89), demonstrando a reprodutibilidade do sistema. Anfotericina B, utilizada 

como composto referência, foi capaz de reduzir a infecção em ambos modelos, com valores de 

EC50 e atividade máxima comparáveis com os encontrados na literatura (Vermeersch et al., 

2009; Siqueira et al., 2012; Maes et al., 2016). 

 

Tabela 9. Parâmetros quantitativos da triagem da biblioteca LOPAC. 

Parâmetro L.infantum L.donovani 

Média da taxa de infecção 60% 75% 

Média do número de parasitas/célula infectada 5,0 5,8 

Média dos valores de Z’- fator 0,66 0,77 

Índice de correlação 0,91 0,89 

EC50 para anfotericina B (µM) 1,85 0,82 

Os valores de EC50 estão representados como médias de dois ensaios independentes. Os dados 

de taxa de infecção, número de parasitas/célula infectada e Z’ – factor estão indicando as médias 

de valores de todas as 14 placas preparadas nos dois ensaios independentes. 
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Figura 45. Triagem primária da biblioteca LOPAC® contra o modelo de infecção de L. 

infantum.(a) Gráfico de dispersão para a taxa de infecção dos controles das placas de ensaio, 

como indicado na legenda: controle negativo, ou DMSO (verde), controle positivo, ou 

anfotericina B (vermelho) e controle não infectado (azul). Cada ponto representa um poço 

individual, das placas de compostos, preparadas nos dois experimentos independentes. (b) 

Curvas dose-resposta para a anfotericina B (direita) e valores de Z’-factor obtidos das placas 

contendo o composto referência e os compostos testados (6 placas/dia). A linha pontilhada 
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representa 2x o desvio padrão. Como indicado na legenda: dia 1 (azul) e dia 2 (vermelho). 

(c) Correção dos dados de atividade normalizada para as duas rodadas de experimento, como 

indicado na legenda: controle negativo (verde), controle positivo (vermelho), controle não – 

infectado (azul) e amostras (cinza).  
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Figura 46. Triagem primária da biblioteca LOPAC® contra o modelo de infecção de L. 

donovani. (a) Gráfico de dispersão para a taxa de infecção dos controles das placas de ensaio, 

como indicado na legenda: controle negativo, ou DMSO (verde), controle positivo, ou 

anfotericina B (vermelho) e controle não infectado (azul). Cada ponto representa um poço 

individual, das placas de compostos, preparadas nos dois experimentos independentes. (b) 

Curvas dose-resposta para a anfotericina B (direita) e valores de Z’-factor obtidos das placas 

contendo o composto referência e os compostos testados (6 placas/dia). A linha pontilhada 

representa 2x o desvio padrão. Como indicado na legenda: dia 1 (azul) e dia 2 (vermelho). 

(c) Correção dos dados de atividade normalizada para as duas rodadas de experimento, como 

indicado na legenda: controle negativo (verde), controle positivo (vermelho), controle não – 

infectado (azul) e amostras (cinza). 

 

 

Os cinquenta compostos com maior atividade contra as cepas estudadas foram 

selecionados para ensaios mais detalhados (Figura 47). Para a seleção, consideramos a média 

dos valores de atividade normalizada obtidos nos dois experimentos independentes. Uma vez 

que o perfil geral de atividade dos compostos para L. donovani foi inferior ao obtido para L. 

infantum, aplicamos um menor cut-off de citotoxicidade para L. donovani, com a finalidade de 

selecionar compostos com atividade acima de 40% para essa espécie. Nesse caso, foi definido 

o cut-off de citotoxicidade em: 0,8 para L. infantum e 0,5 para L. donovani.  
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Figura 47. Perfil de atividade dos hits selecionados da campanha de triagem primária 

da biblioteca LOPAC® contra o modelo de infecção de Leishmania. (a) e (b) Triagem 

primária da biblioteca LOPAC contra o modelo de alto conteúdo de Leishmania. Os pontos 

representam a média dos valores de atividade normalizada (inibição em relação aos controles) 

e taxa de célula hospedeira para cada poço testado. Os compostos selecionados da triagem 

primária estão localizados no interior do quadrado pontilhado. Os pontos indicam a média de 

dois ensaios independentes, onde as cores representam: controles infectados não tratados 

(amarelo), controles infectados tratados (azul), controles não infectados (vermelho) e 

amostras (cinza).  

 

 

No total, 76 hits foram selecionados, dos quais 24 moléculas foram ativas contra as 

duas espécies. Enquanto que a L. infantum apresentou maior sensibilidade à biblioteca (média 
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de atividade dos hits selecionados = 99%) (figura 48), amostras selecionadas no ensaio contra 

L. donovani mostraram atividade com média de 63,5%, variando de 40 a 90% de redução de 

infecção. Considerando a citotoxicidade, apesar de termos aplicado cut-off espécie- dependente, 

a maioria dos hits selecionados da triagem primária apresentou valores de taxa celular acima de 

0,9, em ambos os modelos. 

  

 

Figura 48. Perfil de frequência dos hits selecionados em relação a atividade e 

citotoxicidade. Distribuição dos hits de Leishmania por atividade normalizada (esquerda) e 

taxa celular (direita), como indicado na legenda. “X” refere-se à atividade normalizada e à 

taxa celular dos hits, para os diferentes gráficos. 

 

 

Por fim, nós investigamos o perfil terapêutico dos hits selecionados em ambos os 

modelos, objetivando identificar novas classes de agentes anti-Leishmania potenciais. 

Comparações entre o painel geral dos compostos da biblioteca e o perfil de compostos 

selecionados nas triagens contra Leishmania não mostraram diferença na frequência dos 

compostos: como esperado, a maioria dos compostos são relacionados com neurotransmissão 

(66%), seguidos por moléculas associadas a processos de sinalização celular (10%), 

fosforilação (8%), canais de íons (7%) e apoptose/ciclo celular (5%) (Figura 49).  

Considerando os compostos relacionados à neurotransmissão, é reportado o 

reposicionamento dessa classe terapêutica no campo das doenças infecciosas. Através da 

triagem de uma biblioteca contendo moléculas licenciadas para uso, Dyall e colaboradores 

identificaram inibidores de receptores de dopamina com atividade contra o vírus agente da 

Síndrome Respiratório do Oriente Médio (Dyall et al., 2014). Outro trabalho relata o efeito de 

antidepressivos na restauração de sensibilidade ao antimalárico cloroquina em cepas resistentes 
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de Plasmodium falciparum (Taylor et al., 2000).  Especificamente para Leishmania, diferentes 

grupos de pesquisa vem demonstrando o potencial terapêutico de antidepressivos contra o 

parasita, em modelos experimentais. É o caso do composto imipramina, o qual foi capaz de 

afetar o transporte de prótons na membrana celular bem como causar apoptose em 

promastigotas (revisado por Sarkar & Manna, 2015). 

A classe terapêutica associada a processos de sinalização celular engloba moléculas 

com um vasto perfil de atividade, sendo associada a mecanismos de resposta imune, produção 

de espécies reativas de oxigênio, heat shock proteins, proteínas ligadas a multirresistência e 

estruturas do citoplasma (por exemplo, o citoesqueleto). Vários desses processos já foram 

evidenciados como potenciais alvos anti -Leishmania; um recente trabalho, por exemplo, 

demonstra o papel essencial de uma pequena heat shock protein na infectividade do parasita 

bem como na sensibilidade a químicos e temperatura (Hombach et al., 2014).  

Transportadores de íons e proteínas envolvidas no processo de fosforilação são 

extensivamente estudados em Leishmania e outros parasitas intracelulares e já foram propostos 

como potenciais alvos para moléculas. Nesse contexto, pode-se salientar o papel das quinases 

(e seus inibidores), uma vez que as mesmas apresentam atividade regulatória em uma vasta 

gama de processos, tais como diferenciação e crescimento celular, sobrevivência das formas 

amastigotas no interior de macrófagos, ciclo celular e apoptose (revisado por Singh, Humar & 

Sing, 2012). Recentemente, Durieu e colaboradores realizaram uma triagem baseada em alvo, 

utilizando o modelo enzimático da caseína-quinase 1 isoforma 2 de Leishmania, para 

identificação de compostos com atividade antiparasitária. A biblioteca foi testada nos modelos 

enzimáticos de Leishmania e de mamíferos, para avaliação da especificidade das moléculas e, 

então, os compostos seletivos foram testados em modelos in vitro de infecção do parasita para 

confirmação da atividade. Como resultado, dois compostos foram identificados com atividade 

anti- Leishmania, que parecem ter essa enzima como primeiro e principal alvo (Durieu et al., 

2016).  

Apesar das classes terapêuticas encontradas no nosso trabalho já terem sido 

abordadas na literatura para o parasita em questão, algumas delas ainda são pouco exploradas 

e certamente podem apresentar uma alternativa para o desenvolvimento de novos fármacos 

contra Leishmania. Além disso, a identificação/validação de classes terapêuticas pode ser 

interessante para geração de bibliotecas focadas.  
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Figura 49. Perfil terapêutico geral da biblioteca LOPAC versus perfil terapêutico dos 

hits selecionados da triagem primária contra os modelos de Leishmania. 

 

 

Os 76 compostos selecionados do screening primário foram re-testados em ensaios 

de dose-resposta, para determinar os valores de EC50, CC50, índice de seletividade e atividade 

máxima. Foi possível identificar compostos ativos contra as duas espécies de Leishmania, com 
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eficácia acima de 70% e potência relativamente moderada. Para L. infantum, 11 compostos 

apresentaram atividade promissora contra o parasita, com valores de EC50 < 10µM e índice de 

seletividade ≥ 5 (tabela 10); no entanto, considerando L. donovani, apenas um composto (CB 

1954) apresentou as mesmas características.  

 

Tabela 10. Atividade leishmanicida dos compostos selecionados da biblioteca LOPAC em 

da triagem confirmatória. 

Composto L.infantum L. donovani 

 EC50 

(µM) 

I.S. A.M.  

(%) 

EC50 

(µM) 

I.S. A.M.  

(%) 

Anfotericina 2,0 >25,0 100,0 1,0 >50,0 100,0 

1 6,9 >7,3 100,0 n.d. - n.d. 

2 7,5 >6,7 100,0 26,5 >1,9 63,8 

3 9,8 >5,1 100,0 n.d. - 37,0 

4 4,1 >12,2 87,9 3,7 >13,5 79,8 

5 6,5 >7,7 97,2 n.d. - n.d. 

6 8,4 >6,0 92,0 38,2 >1,4 78,1 

7 7,7 >6,6 100,0 25,6 >2,0 89,6 

8 4,9 >10,2 84,1 n.d. - n.d. 

9 7,9 >6,3 97,9 27,4 >1,8 79,0 

10 9,7 >5,3 100,0 43,3 >1,2 57,9 

11 9,1 >5,6 100,0 49,1 >1,0 48,6 

n.d.: valor não determinado, uma vez que a curva dose-resposta não foi gerada. Dados 

representam a médias de valores obtidos em dois experimentos independentes. I.S.: índice de 

seletividade. A.M.: atividade máxima (%). 

Lista de compostos: 1: 2-Bromo-α-ergocryptine methanesulfonate salt; 2: Clomipramine 

hydrochloride; 3: Cyproheptadine hydrochloride sesquihydrate; 4: CB 1954, 5: Dilazep 

dihydrochloride, 6: Fluphenazine dihydrochloride; 7: p-Fluorohexahydro-sila-difenidol 

hydrochloride; 8: MDL 28170; 9: Maprotiline hydrochloride, 10: KB-R7943 and 11: SKF-

95282 dimaleate salt. 

 

 

As amostras foram então encaminhadas para priorização dos hits, para selecionar 

os compostos que seriam avaliados em ensaios secundários, com diferentes cepas do complexo 
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de Leishmania donovani, com diferentes formas do ciclo de vida do parasita e com os modelos 

de T.brucei e T.cruzi. Os filtros aplicados para priorização de compostos nesse momento foram: 

perfil de atividade leishmanicida, características químicas e terapêuticas da molécula, facilidade 

de compra/entrega do composto para re-teste e custo do composto. Primeiramente, os 

compostos Clomipramine hydrochloride, Fluphenazine dihydrochloride e Maprotiline 

hydrochloride foram descontinuados, pois possuem seu uso regulamentado pela portaria 344 

da Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde, sendo proibida a importação dos mesmos para 

o Brasil. Além disso, os compostos p-Fluorohexahydro-sila-difenidol hydrochloride e KB-

R7943 foram excluídos das próximas etapas por apresentarem elevado custo. Por fim, os 

compostos 2-Bromo-α-ergocryptine methanesulfonate salt e Clomipramine hydrochloride 

não foram seguidos às etapas adiante por apresentarem moléculas planares ou complexas, com 

substituintes associados a toxicidade (por exemplo, as duas moléculas apresentaram grupo nitro 

nas estruturas químicas). Portanto, desse set, quatro compostos foram selecionados: CB1954, 

MDL 28170, Dilazep e SKF-95282 (figura 50). 
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Figura 50. Estrutura química dos compostos selecionados a partir da triagem da 

biblioteca LOPAC®. Os quadros pontilhados vermelhos destacam os compostos 

selecionados para investigações mais detalhadas.  

 

 

4.22. Estudo dos compostos selecionados do screening da biblioteca LOPAC quanto ao 

perfil farmacológico e químico, possíveis alvos e mecanismos de ação 

 

Com o objetivo de melhor investigar os compostos selecionados, dados disponíveis 

de diferentes fontes (literatura científica, base de dados de predição de alvos e interações com 

proteínas, plataforma de predição de perfil farmacocinético) foram organizados para construção 

de um perfil a respeito das moléculas. As buscas foram baseadas em: estrutura química, 
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informações farmacocinéticas, testes biológicos descritos, alvos potenciais, entre outros 

parâmetros. As informações para cada composto estão detalhadas nas tabelas 11 a 14. 

Como a biblioteca LOPAC® é constituída de compostos biologicamente ativos, os 

quais já são comercializados ou estão em fase pré-clínica ou clínica para diferentes fins 

terapêuticos, foi possível encontrar uma gama relevante de informações a respeito das 

moléculas selecionadas em nossas triagens. No entanto, quando alguns parâmetros não estavam 

disponíveis na literatura, usou-se ferramentas de predição in silico, principalmente, em termos 

de características farmacocinéticas e possíveis alvos.  

Abaixo, o perfil gerado das moléculas selecionadas: 

 

4.22.1. CB1954 

 

O composto CB 1954, uma molécula com núcleo nitroaromático, foi primeiramente 

introduzido em estudos de terapia de câncer, no fim da década de 80 (Knox et al., 1988). Trata-

se de uma pró-droga, que após passar por um processo de bioredução catalizado por enzimas 

nitroredutases, é convertida à espécie reativa e tóxica 5-(aziridina-1-il)-4-hidroxilamino-2-

nitrobenzamida, a qual atua na formação de cross-linking nas fitas de DNA, afetando 

negativamente a transcrição de genes e induzindo processos de apoptose (Chung-Faye et al., 

2001; Knox et al., 1991). Seu uso, juntamente com outros compostos nitroaromáticos, vem 

sendo explorado em uma ampla variedade de indicações incluindo: doença de Parkinson, angina 

e insônia. Para tratamento de doenças parasitárias, inclusive, pode-se salientar o uso licenciado 

da nitazoxanida contra giardíases e criptosporidíase, bem como o uso do metranidazol para 

tratamento de tricomoníase, giardíase e amebíase (revisado por Patterson & Wyllie, 2014; 

Paulai, Serrano & Tavares, 2009). 

Especificamente no campo de quimioterapia para tripanossomatídeos, é bem 

estabelecido o potencial anti-Trypanosoma e anti-Leishmania dessa classe química, dando 

destaque ao tratamento da Doença de Chagas, o qual é atualmente baseado em apenas dois 

compostos nitroheterocíclicos: benznidazol e nifurtimox, ambos em uso a mais de quarenta 

anos. Apesar de terem gerado alta taxa de cura na fase aguda da doença (de 60 a 80%), ainda 

sim apresentam limitações no tratamento, tais como efeitos adversos severos, genotoxicidade, 

neurotoxicidade, baixa eficácia contra algumas cepas de T.cruzi e cura controvérsia na fase 

crônica (revisado por Urbina, 2015). Diversos regimentos de administração vem sendo 

investigados na tentativa de desenvolver terapias mais seguras e eficazes com esses 

medicamentos (Antunes et al., 2016; Molina et al., 2014). Outros exemplos são os ensaios 
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clínicos envolvendo o uso de combinação terapêutica de nifurtimox e eflornitina, no tratamento 

da Doença do Sono (Priotto et al., 2009) 

Apesar das questões constantes em relação a toxicidade dos compostos 

nitroaromáticos (Paulai, Serrano & Tavares, 2009), essas moléculas continuam como foco de 

interesse para o desenvolvimento de novas alternativas para terapia de doenças causadas por 

tripanossomatídeos, sendo que diversos estudos in vitro e in vivo tem evidenciado o efeito 

terapêutico da classe, incluindo do composto CB 1954. Por exemplo, trabalhos realizados por 

Voak et al., 2012, demonstraram que o composto e outras moléculas com núcleo 

nitrobenzamida reduziram significantemente os níveis de infecção in vitro, causadas por 

Leishmania major, com compostos que resultaram em valores de EC50 abaixo de 100 nM, para 

as formas intracelulares do parasita. Além disso, no mesmo trabalho, foi conclusivamente 

demonstrada a associação das enzimas nitroredutases com a atividade anti-Leishmania dos 

nitrocompostos, uma vez que parasitas de L.major LmNTR+/- (ou seja, expressando menores 

níveis da enzima nitroredutase) mostraram-se sutilmente resistente  ao set de compostos 

estudados, quando comparado aos parasitas selvagens (Voak et al., 2014). O mesmo perfil de 

atividade foi observado para L. donovani, quando exposta ao composto nitroimidazol 

fexinidazol (Susan Wyllie, Patterson & Fairlamb, 2013).  

Os compostos nitroheterocíclicos, incluindo o CB1954, necessitam passar por 

ativação enzimática mediada por nitroredutases. Considerando a sensibilidade ao oxigênio, a 

necessidade do cofator flavina e os produtos de redução, essas enzimas são agrupadas em duas 

classes: (i) as nitroredutases do tipo 1, denominadas “insensíveis ao oxigênio”, as quais 

catalisam reações de redução sem a necessidade de moléculas de oxigênio e não resultam em 

produção de espécies reativas (presente em bactérias, fungos e protozoários) (Gavin et al., 

1966), e (ii) as nitroredutases do tipo II, ou “sensíveis ao oxigênio”, as quais reduzem o grupo 

nitro de moléculas- substrato, produzindo ânions superóxidos, através de reações com 

moléculas de oxigênio (presente na maioria dos eucariotos) (revisado por Mitchell & Minchin, 

2008). Essas diferenças nas enzimas de tipo I e tipo II parecem ser a explicação para a 

toxicidade seletiva desses compostos para as células do parasita, em comparação com as células 

hospedeiras, uma vez que apenas em reações catalisadas por nitroredutases do tipo I ocorre a 

formação de um derivado -NHOH, o qual é precursor de intermediários reativos que podem 

intercalar ao DNA, formando crosslinking (Christofferson & Wilkie, 2009; Knox et al., 1991).   

As características gerais do composto estão descritas na tabela a seguir:  
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Tabela 11. Perfil farmacológico do composto CB1954. 

CB 1954 - tretazicar 

Aprovado? Não. Composto em fase clínica experimental 

 

Informações gerais 

 

Agente anticâncer, atuando como inibidor da replicação de 

DNA. 

Classificação Pertence à classe de compostos orgânicos conhecidos como 

dinitroanilinas. 

 

Perfil terapêutico Sinalização celular 

 

Mecanismo de ação O composto atua como uma pró-droga, a qual é ativada por 

enzimas oxido/nitroredutases. O produto é então responsável 

pelo desencadeamento de uma série de reações enzimáticas, 

resultando na inibição da replicação do DNA e na indução de 

apoptose.  

 

Farmacocinética – não 

disponível.  

Predição em: Swiss ADME 

Absorção intestinal: SIM 

Barreira hemato-encefálica: SIM 

Permeabilidade Caco – 2: NÃO 

Toxicidade: AMES 

Não-carcinogênico 

Toxicidade aguda em ratos: 2,4518 LD50, mol/kg 

 

Alvos potenciais Oxygen-insensitive NAD(P)H nitroreductase1,2,3 

Ribosyldihydronicotinamide dehydrogenase [quinone]4 

Intercalante de DNA 

 

Descrito para Leishmania, T. 

cruzi or T. brucei? 

Sim. Ensaios in vitro e enzimáticos para Leishmania, T. cruzi 

e T.brucei5,6 

1. (Cobb et al., 1969) 2. (Roberts, Friedlos & Knox, 1986) 3. (Christofferson & Wilkie, 2009) 4. (Fu, 

Buryanovskyy, & Zhang, 2005) 5. (Voak et al. 2014) 6. (Bot et al., 2010) 

 

 

 

http://www.drugbank.ca/biodb/polypeptides/P16083
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4.22.2. MDL 28170 

 

Calpaínas são cisteína-proteases intracelulares dependentes de cálcio responsáveis 

pela proteólise de proteínas, atuando principalmente em processos de modificação pós-

traducionais. Nesse contexto, uma ampla gama de proteínas celulares são reconhecidas como 

substratos para essas enzimas, tais como: proteínas estruturais do citoesqueleto, proteínas 

envolvidas em eventos de sinalização, fatores de transcrição e transportadores/receptores de 

membranas. Como consequência, a atividade catalítica da enzima tem papel importante em 

diversos processos fisiológicos, incluindo adesão e migração celular, diferenciação, transdução 

de sinal, proliferação celular, ciclo celular e apoptose (revisado por Sorimachi, Ishiura & 

Suzuki, 1997). A má regulação dessas proteínas está associada a desordens patológicas 

humanas severas, incluindo distrofia muscular (Jia et al., 2001; Vainzof et al., 2003), câncer 

(Moretti et al., 2009; Roperto et al., 2010; Storr et al., 2014), diabetes (Horikawa et al., 2000; 

Jayapradhacheekurhty, Rambabu, & Kumar 2016; Randriamboavonjy & Fleming, 2010) e 

doenças neurodegenerativas (Medeiros et al., 2012; Zempel et al., 2010). 

Nos tripanossomatídeos, a construção do genoma completo da Leishmania, T. cruzi 

e T.brucei resultou na descoberta de diversas cisteína-proteases, antes desconhecidas. Dessa 

forma, uma família de proteínas relacionadas a calpaína foi descrita, sendo que foram 

identificados 12 genes em T.brucei, 15 em T.cruzi e 17 em L.major (Atkinson, Babbitt, & Sajid, 

2009; Ersfeld, Barraclough, & Gull, 2005). Diferente da maioria dos organismos, que possuem 

gene único para calpaína, nos parasitas tripanossomatídeos, podemos observar a expansão 

desses genes, refletindo a plasticidade dos parasitas a diferentes ambientes/condições bem 

como a importância das enzimas no ciclo de vida do parasita. Além disso, acredita-se que tais 

enzimas estejam relacionadas a processos e funções específicas dos parasitas, como a 

patogenicidade (Cazzulo, 2002; revisado por McKerrow et al., 1993; revisado por Olego-

Fernandez et al., 2009). Especificamente para parasitas do gênero Leishmania, diversos estudos 

tem evidenciado o papel crucial dessas enzimas no ciclo de vida do parasita, na interação 

parasito-hospedeiro e na manifestação da doença. Por exemplo, um trabalho feito com isolados 

de pacientes da Índia demonstrou que genes específicos são diferentemente expressos em 

parasitas de Leishmania isolados de pacientes com leishmaniose post kala-azar em comparação 

com aqueles de pacientes com leishmaniose visceral, incluindo uma pequena proteína similar a 

calpaínas (Salotra et al., 2006). Além disso, comparações proteômicas entre isolados sensíveis 

e resistentes a compostos antimoniais revelaram que a morte celular programada em parasitas 

resistentes foi alterada, sendo esse fenômeno associado a uma enzima relacionada à calpaína 
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(Vergnes et al., 2006). Por fim, outros trabalhos ilustram a expressão dessas enzimas de forma 

altamente regulada em diferentes ciclos de vida do parasita (Arnoult et al., 2002; Saxena et al., 

2003). Nesse contexto, é razoável sugerir que a família das calpaínas representa um alvo 

terapêutico interessante para desenvolvimento de inibidores potenciais, que possuam atividade 

antiparasitária. De fato, diversos compostos estão em fase de teste, incluindo o composto 

MDL28170, o qual foi reportado como agente anti-Leishmania e anti-T.cruzi. d’Avila-Levy e 

colegas demonstraram que, após 48 horas de exposição, o composto levou a uma redução 

significativa no crescimento de L. amazonensis, apresentando uma concentração inibitória de 

50% em 23,3 µM. O inibidor ainda promoveu alterações morfológicas significativas, podendo 

ser observado promastigotas de tamanho reduzido e de formato arredondado na cultura 

(D’Avila-Levy et al., 2006). Outro trabalho, ainda, mostrou o efeito do composto na indução 

de marcadores de apoptose no parasita (F. A. Marinho et al., 2014). Além disso, MDL 28170 

foi associado a uma menor viabilidade e infectividade do parasita T. cruzi, em modelos in vitro 

(Ennes-Vidal et al., 2010), ocasionou uma menor adesão do parasita ao trato digestório do vetor, 

afetou negativamente o processo de metaciclogênese e promoveu efeitos ultraestruturais 

significativos em organelas como o complexo de Golgi (Ennes-Vidal et al., 2011). A descrição 

do composto MDL28170 está detalhadamente descrita na tabela 12. 

 

  



149 
 

Tabela 12. Perfil farmacológico do composto MDL 28170. 

MDL 28170 - Calpain Inhibitor III 

Aprovado? Não. Droga em estudo clínico experimental 

 

Informações gerais Composto inibidor de Calpaína, uma cisteína – protease 

dependente de Ca2+, que vem sendo associada a processos 

de apoptose celular. 

 

Classificação - 

Perfil terapêutico  Ciclo celular 

 

Mecanismo de ação Inibição de processos de proteólise mediados por calpaína, 

os quais são responsáveis pela maioria das modificações 

pós-traducionais que influenciam funções como adesão 

celular, migração, proliferação e apoptose. Em L 

amazonensis, induz a expressão de marcadores de apoptose 

na membrana celular. 

  

Farmacocinética –não 

disponível.  

Absorção intestinal: SIM 

Barreira hemato-encefálica: NÃO 

Predição em: SwissADME Permeabilidade Caco-2: SIM 

Toxicidade AMES: NÃO 

Não carcinogênico 

Toxicidade aguda em ratos: LD50 = 2,16 mol/kg 

 

Potenciais alvos Calpaína I e Calpaína II1 

 

Descrito para Leishmania, T. 

cruzi or T. brucei? 

Sim. Para Leishmania e T. cruzi2,3,4. 

 

1.(Mehdi, 1991). / 2. D’Avila-Levy et al., 2006. 3. Ennes-Vidal et al., 2010. 4. Ennes-Vidal et 

al., 2011 

 

 

4.22.3. Dilazep 



150 
 

Dilazep, um dihidroclorido inibidor de transporte de nucleosídeos, atua 

principalmente no bloqueio da absorção da adenosina (Griffith & Jarvis, 1996; Van Belle, 

1993). Foi primeiramente desenvolvido para tratamento de angina e, atualmente, é amplamente 

utilizado em países da Europa e no Japão. Atua como um vasodilatador e inibidor de agregação 

plaquetária (Colli et al., 1983; Zhang et al., 1991), tendo atividade em vasos renais (Kawabata 

et al., 2002), cerebrais (Izumo et al., 1999; Kawagoe et al., 1992) e coronários (Shuralyova et 

al., 2004; Van Belle, 1993) e, por isso, vem sendo empregado no tratamento de pacientes com 

doenças cardíacas, isquemia cerebral e disfunção renal, devido a melhora na irrigação sanguínea 

(Marzilli et al., 1985; Opartkiattikul et al., 1997) .  

Estudos reportam que a atividade do composto se dá pela inibição de proteínas 

integrais de membrana, denominadas transportadores equilibrativos de nucleosídeos (do inglês, 

equilibrative nucleoside transportes), as quais são responsáveis pela difusão facilitada de 

moléculas de nucleosídeos através da membrana celular (revisado por Molina-Arcas, Casado, 

& Pastor-Anglada, 2009; revisado por Noji, Karasawa, & Kusaka, 2004). Foi demonstrado que 

proteínas mutantes apresentam uma sensibilidade dez vezes menor aos inibidores dilazep e 

dipiridamol, quando comparadas às proteínas selvagens (Visser et al., 2002). Ainda, 

estabelecido que existem duas classes gerais de proteínas equilibrativas de nucleosídeos (Tipo 

1 e tipo 2), diferentes trabalhos sugerem que a atividade desses composto parece ser específica 

para o tipo 1 da enzima (Kiss et al., 2000; Playa et al., 2014).  

No campo das doenças infecciosas, diversos trabalhos tem demonstrado o efeito 

antiviral do composto. Considerando o vírus da hepatite c, dilazep a 10 µM foi capaz de inibir 

a replicação viral em 50%, comparado ao controle não tratado, sendo sua atividade relacionada 

ao bloqueio de processos de entrada do vírus na célula hospedeira (Hu et al., 2014). Outro 

exemplo é estudo realizado por Zeng e colaboradores, onde foi mostrado que o composto 

reativou vírus latentes de HIV de forma eficiente e segura, processo esse importante para a 

completa eliminação do reservatório viral das células (Zeng et al., 2014). Por fim, outras 

pesquisas evidenciam o potencial da molécula em outros modelos parasitários, como o de 

Plasmodium falciparum (Gero et al., 1989). 

Para os tripanossomatídeos, incluindo Leishmania, o transporte de nucleosideos (e 

as proteínas envolvidas nesse processo) exerce um papel central na bioquímica do parasita, uma 

vez que esses protozoários não são capazes de realizar a biossíntese de purinas, sendo, portanto, 

fortemente dependentes da absorção de reservas da célula hospedeira (revisado por Landfear, 

2001). Dois transportadores foram descritos para promastigotas de L. donovani¸ que se diferem 

quanto a estrutura e seletividade a nucleosídeos, não havendo sobreposição de atividade: 
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enquanto o primeiro transportador realiza o carreamento de moléculas de inosina, guanosina e 

seus análogos, o segundo transportador é responsável pela passagem de adenosina e seus 

análogos, pirimidina, uridina, citidina e timidina, através da membrana plasmática (Aronow, 

Kaur, McCartan, & Ullman, 1987). Evidências genéticas e funcionais sugerem que o sistema 

de transporte de nucleosídeos é altamente conservado entre as espécies de Leishmania 

(Alzahrani et al., 2017), sendo que a sequência proteica dos transportadores do parasita 

apresentou apenas 30% de identidade quando comparada à sequência da proteína presente em 

mamíferos (Stein, 2003). Tais transportadores, juntamente com as diversas proteínas envolvidas 

no metabolismo de nucleosídeos, exercem papel crucial em diversos eventos biológicos do 

parasita tais como metaciclogênese (Serafim et al., 2012), patogenicidade (Kuhlmann et al., 

2017) e resistência a drogas (Moreira & Murta, 2016), e, por isso, são frequentemente apontados 

como potenciais alvos terapêuticos. No entanto, diferente de nossos resultados, em ensaios 

previamente publicados, foi reportado que dilazep e outros inibidores de transporte de 

nucleosídeos, em concentração de 10 µM, não afetaram o transporte dessas moléculas em 

Leishmania donovani  (Ogbunude, al-Jaser, & Baer, 1991). As informações do composto 

Dilazep estão descritas na tabela 13. 
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Tabela 13. Perfil farmacológico do composto Dilazep. 

Dilazep  

Aprovado? Sim.  

Informações gerais O composto é um vasodilatador coronário, utilizado para 

tratamento de arritmia. Atua como um inibidor de 

reabsorção de adenosina. Inibidor de agregação 

plaquetária e transporte membranar de nucleosídeos. 

 

Classificação Este composto pertence à classe de compostos orgânicos 

azepinas. 

 

Perfil terapêutico Neurotransmissão 

 

Mecanismo de ação O composto atua através da inibição de proteínas 

transportadoras de nucleosídeos, bloqueando a recaptação 

de adenosina. 

 

Farmacocinética                             

não disponível. 

Predição no Swiss 

Absorção intestinal: sim 

Barreira hemato-encefálica: não 

Permeabilidade Caco-2: sim 

Toxicidade AMES: não 

Não carcinogênico 

Toxicidade aguda em ratos: LD50 = 2,39 mol/kg 

 

Potenciais alvos Equilibrative nucleoside transporter 11,2 

 

Descrito para Leishmania, T. 

cruzi or T. brucei? 

 Sim3. 

1. (Visser et al., 2002) 2. (Playa et al., 2014) 3. (Carter, Berger, & Fairlamb, 1995). 
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4.22.4. SKF- 95282 

 

Os receptores histamínicos são uma classe de receptores acoplados à proteína G, os 

quais possuem a histamina como ligante. Estão amplamente distribuídos nas células humanas, 

sendo assim, cruciais para diversas vias de transdução de sinal. Existem quatro grupos de 

receptores, os quais são denominados: H1, responsáveis pela contração do íleo, modulação do 

ciclo circadiano, vasodilatação sistêmica; H2, associados à aceleração da frequência cardíaca, 

secreção do ácido gástrico, inibição da síntese de anticorpos, proliferação das células T e 

produção de citocinas inflamatórias; H3, o qual atua como neurotransmissor do sistema nervoso 

central,  na modulação da produção de histamina pela organismo, e H4, que apresenta atividade 

de regulação nos níveis de produção de células brancas do sangue.  

Antagonistas anti-histamínicos são fármacos que se ligam seletivamente aos 

receptores histamínicos e, por competição, impedem a ligação da histamina, bloqueando assim 

a ativação do receptor. Atualmente, são utilizados para diversas indicações, sendo que os mais 

tradicionais são prescritos para tratamento de alergias (anti-histamínico H1), de gastrite e 

úlceras gástricas (anti-histamínico H2), de desordens de movimento, obesidade, esquizofrenia, 

anomalias no sono (anti-histamínico H3) e de condições alérgicas e inflamatórias (anti-

histamínico H4).  

Em nosso ensaio de infecção por Leishmania, selecionamos o composto SKF- 

95282, também conhecido como Zolantidine, que é um derivado de benzotiazol, possuindo 

atividade antagonista potente e seletiva contra os receptores de histamina H2 (Calcutt et al., 

1988).  Esse composto vem sendo estudado em diferentes modelos, para melhor entendimento 

do papel desses receptores em processos fisiológicos e patologias, tais como: colestase 

(Hasanein, 2011), sensibilidade à dor (Hough, Nalwalk, & Battles, 1990; Wei, Jin, Viisanen, 

You, & Pertovaara, 2014) e secreção de ácido gástrico (Coruzzi, Adami, Pozzoli, Poli, & 

Bertaccini, 1994).  

No campo de desenvolvimento de fármacos para leishmaniose, Pinto e 

colaboradores descreveram pela primeira vez a atividade anti-Leishmania dos antagonistas 

histamínicos em modelos in vitro e in vivo. Dentre o set de moléculas testadas, o composto 

cinarizina, um bloqueador de receptor H1, apresentou um valor promissor de EC50 (21 µM) e 

não mostrou toxicidade contra fibroblastos de camundongo. Além disso, a formulação 

lipossomal do composto, administrada por rota intraperitoneal durante oito dias, reduziu em 

54% a carga parasitária no fígado, quando comparado aos controles não tratados (Pinto, da 

Costa-Silva & Tempone, 2014).  
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Outra forma de analisarmos o composto Zolantidine é através da classe química que 

a molécula pertence; nesse caso, um derivado de benzotiazol que se caracteriza por um 

composto aromático heterocíclico, com fórmula química C7H5NS. Trata-se de um núcleo 

quimicamente atrativo, uma vez que apresentaram diversos sítios de reação para síntese de 

compostos análogos (revisado por Achaiah et al., 2016). Por isso, são moléculas amplamente 

exploradas em termos de desenvolvimento de novas alternativas de fármacos, com uma 

expressiva gama de atividade biológica: antibacteriana (Sahu et al., 2012), antifúngica (Alang 

et al., 2010), antiprotozoária (Ongarora et al., 2012), anti-inflamátoria (Mehta & Batra, 2016; 

Santagati et al., 1994) e antineoplásica (D’Angelo et al., 2011; Lindgren et al., 2014). 

Especificamente para o modelo de Leishmania, a classe está sendo foco de diferentes grupos 

de pesquisa, mostrando resultados promissores. Exemplo disso, é o trabalho realizado por Tapia 

e colaboradores, no qual derivados de benzoatiazol apresentaram atividade antiparasitária, com 

valores de EC50 na grandeza de nanomolar contra promastigotas de Leishmania (Tapia et al., 

2002). Em outro estudo, uma atividade moderada contra amastigotas intracelulares foi obtida a 

partir de uma pequena biblioteca desses compostos (EC50 aproximadamente de 20 µM) (Fazal 

et al., 2015). As informações a respeito do composto estão apresentadas na tabela a seguir. 
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Tabela 14. Perfil farmacológico do composto SKF- 95282. 

SKF-95282 dimaleate salt 

Aprovado? Não. 

 

Informações gerais O composto é um potente antagonista de receptor de 

histamina H2. 

 

Classificação  O composto consiste em um derivado de benzotiazol.  

 

Perfil terapêutico Neurotransmissão 

 

Mecanismo de ação O composto atua como um antagonista de receptor de 

histamina, o qual tem como principal função a estimulação 

da atividade da enzima adenilato ciclase e, 

consequentemente, a transdução de sinal celular. 

  

Farmacocinética                              – 

não disponível. 

Predição no SwissADME 

Absorção intestinal: Não 

Barreira hemato-encefálica: Sim 

Permeabilidade Caco-2: Não 

Toxicidade AMES: Não 

Não carcinogênico 

Toxicidade aguda em ratos: LD50 = 2,59, mol/kg 

 

Potenciais alvos Receptor histamínico H2
1,2 

 

Descrito para Leishmania, T. 

cruzi or T. brucei? 

Não. 

1.(Calcutti et al., 1988) 2. (Coruzzi et al., 1994).  

 

4.23. Avaliação dos hits selecionados da triagem da biblioteca LOPAC no painel de cepas 

estabelecido 
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Os quatro compostos selecionados da triagem da biblioteca LOPAC foram 

adquiridos novamente e avaliados em um painel de cepas viscerais de Leishmania, 

considerando ambas as formas do ciclo de vida do parasita: a fase de promastigotas 

extracelulares e amastigotas intracelulares (figura 51). 

 Os compostos CB 1954 e SKF - 95282 apresentaram alta eficiência contra todas 

as cepas testadas, nas duas formas de vida do parasita, alcançando atividades máximas que 

variaram de 60 a 100%. Em contrapartida, os compostos Dilazep e MDL 28170 foram capazes 

de inibir o crescimento das formas de promastigotas, com eficiência próxima a 100%; enquanto 

que, contra as formas de amastigotas intracelulares, apresentaram uma atividade dependente da 

cepa, sendo que o composto MDL 28170 teve atividade expressiva apenas contra a cepa de 

L.infantum MHOM/BR/1972/BH046 (cerca de 80%). De forma geral, os compostos mostraram 

uma maior eficiência nas formas promastigotas; no entanto, para o composto CB1954, as 

atividades observadas nas duas fases do ciclo celular foram mais consistentes, para todos os 

representantes do parasita Leishmania.  

Em termos de potência dos compostos, foi possível observar um amplo espectro de 

atividade, cepa a cepa e para diferentes fases do ciclo de vida do parasita. Para um mesmo 

composto, exceto para L. infantum MHOM/BR/1972/BH046, os valores de EC50 obtidos no 

ensaio com promastigotas foram significantemente mais baixos, quando comparados aos 

valores encontrados para as formas intracelulares, sendo que para o composto MDL 28170 foi 

possível gerar curva de atividade apenas contra amastigotas de L. infantum 

MHOM/BR/1972/BH046 (EC50 = 0,72 µM). Ainda considerando as formas de parasitas 

intracelulares, para o composto Dilazep, valores de EC50 foram calculados apenas para três 

cepas do grupo estudado, os quais variaram de 13,5 a 80 µM.  

Já para o composto SKF – 95282, curvas de dose-resposta foram geradas contra as 

duas formas de vida do parasita, para todas as cepas testadas, sendo que nos ensaios de 

promastigotas extracelulares, obtivemos valores de EC50 bastante consistentes, com média de 

6,7 µM. Para amastigotas intracelulares, com exceção da L. infantum MHOM/BR/2002/LPC-

RPV, o composto apresentou potência alta ou relativamente moderada, a qual sofreu maior 

variação, dependente da cepa (entre 5,2 – 37,7 µM). 

Dentre as moléculas estudas, a de potencial mais promissor foi o composto 

CB1954, uma vez que apresentou alta eficiência (> 70%) contra todas as cepas estudas, nas 

duas formas do ciclo de vida, e alta potência, com valores de EC50 menores que 9 µM e 4,5 µM, 

contra amastigotas intracelulares e promastigotas, respectivamente. Nenhuma das amostras 

químicas apresentou citotoxicidade na célula hospedeira THP-1, para as concentrações testadas.  
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Dois pontos importantes devem ser discutidos aqui: a diferença de atividade entre 

as formas do parasita e a variação de atividade entre cepas/espécies viscerais. De maneira geral, 

os compostos foram mais ativos contra as formas de promastigotas do que contra os 

amastigotas, dados que corroboram com resultados previamente reportados. Esse perfil pode 

ser explicado pelo fato de que, considerando os parasitas intracelulares, a droga necessita 

atravessar diversas membranas da célula e, talvez, do parasita, para alcançar seu alvo 

terapêutico. Além disso, amastigotas de Leishmania residem no vacúolo parasitóforo, um 

compartimento bastante ácido (pH ~ 5,5), o que poderia influenciar na estabilidade da droga 

(Field et al., 2017).  

O mesmo perfil de variação de atividade foi observado para diferentes 

cepas/espécies, demonstrando assim a importância da avaliação dos compostos em um painel 

de representantes viscerais.  Essas diferenças de atividade podem apresentar implicações 

clínicas importantes, como revisado por Zulfiqar e colaboradores, os quais discutem que a 

eficiência terapêutica dos fármacos é dependente da espécie de Leishmania, da região 

geográfica e manifestação clínica e, por isso, os dados experimentais e clínicos não 

podem/devem ser generalizados (Zulfiqar, Shelper & Avery, 2017).  

Apesar de parte desses compostos já terem sido reportados como agentes 

leishmanicidas, pela primeira vez, eles foram estudados mais detalhadamente, sendo testados 

em diferentes cepas e formas do parasita, sob as mesmas condições experimentais. As curvas 

de dose-resposta dos compostos estudados para as formas de promastigotas e amastigotas 

intracelulares estão ilustradas na figura 52 e figura 53, respectivamente.  
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Figura 51. Atividade biológica dos compostos CB1954, Dilazep, MDL 28170 e SKF-

95282 contra diferentes cepas e formas do ciclo de vida do parasita Leishmania. Os 

valores de EC50 e atividade máxima referem-se a média de dados obtidos em dois 

experimentos independentes. Legenda: azul: forma amastigota intracelular; cinza: forma 

promastigota extracelular.    Promastigotas foram expostos às drogas por 72 horas; enquanto 

que o sistema de infecção foi exposto por 96 horas (com exceção da L.infantum 

MHOM/BR/1972/BH046, a qual foi exposta por 72 horas).Lista de cepas de Leishmania: 1. 

L. infantum MHOM/BR/1972/BH46; 2. L. infantum MHOM/BR/1974/PP75; 3. L. infantum 

MHOM/BR/2002/LPC-RPV; 4. L. donovani MHOM/IN/1980/DD8; 5. L. donovani 

MHOM/IN/95/9515; 6. L. donovani MHOM/SD/62/1S.  
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Figura 52. Curvas dose-reposta dos hits selecionados da biblioteca LOPAC© contra as 

formas de promastigotas, após 72 horas de exposição às drogas. Curvas foram geradas 

por equação de regressão não linear (GraphPad Prism). Cada ponto no gráfico indica a 

atividade normalizada dos compostos em relação aos controles. As cores representam as 

diferentes espécies/cepas de Leishmania, como indicado na legenda da figura. 
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Figura 53. Curvas dose-reposta dos hits selecionados da biblioteca LOPAC© contra as 

formas de amastigotas intracelulares, após 96 horas de exposição às drogas (72 horas, 

para L. infantum MHOM/BR/1972/BH046). Curvas foram geradas por equação de 

regressão não linear (GraphPad Prism). Cada ponto no gráfico indica a atividade normalizada 

dos compostos em relação aos controles. As cores representam as diferentes espécies/cepas 

de Leishmania, como indicado na legenda figura. 
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4.24. Combinação dos hits encontrados com compostos referência 

 

Considerando a atividade antiparasitária dos hits selecionados através da triagem 

da biblioteca LOPAC, o estudo da associação dessas moléculas com os fármacos disponíveis 

para tratamento de leishmaniose visceral poderia representar uma abordagem interessante para 

identificação de potenciais alternativas de tratamento para a doença. Nesse contexto, os 

compostos CB 1954, Dilazep, MDL 28170 e SKF – 95282 foram combinados com os 

compostos referência anfotericina B e miltefosina, utilizando o método de isobologramas de 

razão-fixa de concentração. Células THP-1 infectadas com L. infantum 

MHOM/1972/BR/BH046 foram então expostas às diferentes combinações por 72 horas. Após 

o período de incubação, as placas foram fixadas, coradas e processadas pelo sistema de imagens 

de alto conteúdo Operetta. Os dados foram processados e, através das curvas dose-resposta e a 

determinação dos valores de EC50, calculamos os valores de FIC (do inglês, fractional 

inhibition concentration) para cada combinação realizada.  

As associações de anfotericina B e os compostos estudados resultaram em perfis 

gerais de interação variáveis (tabela 15), apresentando especialmente o modo de interação 

aditiva ou indiferente, onde os valores das médias da ΣFIC foram: 0,79 para CB 1954, 1,11 

para Dilazep e 0,93 para SKF – 95282. No entanto, para o composto Dilazep, a combinação 

de 4:1 apresentou efeito sinérgico, onde o valor de ΣFIC foi estabelecido em 0,39. Já a 

combinação com o composto MDL 28170 apresentou efeito sinérgico para todas as 

concentrações testadas, resultando em uma média da ΣFIC igual a 0,32.  
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Tabela 15. Perfil de combinação da anfotericina B com os compostos selecionados da 

biblioteca LOPAC, destacando os valores de FIC e o modelo de interação entre as 

moléculas. 

Composto Razão FIC Anfo B FIC hit ΣFIC Modo de interação 

CB 1954 

4:1 0,62 0,16 0,78 

Aditiva 
3:2 0,57 0,32 0,89 

2:3 0,47 0,45 0,92 

1:4 0,09 0,46 0,55 

Dilazep 

4:1 1,05 0,70 1,75 

Aditiva 
3:2 0,51 0,90 1,41 

2:3 0,20 0,70 0,90 

1:4 0,03 0,36 0,39 

MDL 28170 

4:1 0,32 0,10 0,42 

Sinérgica 
3:2 0,20 0,09 0,29 

2:3 0,03 0,18 0,21 

1:4 0,04 0,31 0,35 

SFK - 95282 

4:1 0,90 0,63 1,53 

Aditiva 
3:2 0,32 0,54 0,86 

2:3 0,20 0,35 0,55 

1:4 0,10 0,69 0,79 

Os dados de FIC estão representados como a média de valores obtidos em dois experimentos 

independentes. A “razão” indica a proporção do composto referência em relação ao hit estudado. 

 

 

Através dos isobologramas gerados (figura 54), foi possível observar que no 

gráfico referente ao composto CB 1954, os pontos se encontram bastante próximos da linha de 

aditividade, enquanto que para o composto MDL 28170, todos os pontos se localizam abaixo 

da mesma linha. Já para os outros dois compostos testados, pudemos notar que houve a presença 

de pontos tanto acima quanto abaixo da linha de aditividade, dependendo da concentração dos 

compostos na combinação; no entanto, essas combinações ainda foram consideradas aditivas, 

pois a média geral da ΣFIC foi estabelecida em próxima de 1.  
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Figura 54. Isobologramas de combinação entre hits da biblioteca LOPAC com o 

composto referência anfotericina. 

 

 

Já para as combinações realizadas com o composto referência miltefosina (tabela 

16), o perfil de interação sinérgico/sutilmente sinérgico foi observado em três das associações 

feitas: em associação com Dilazep (médias da ΣFIC = 0,58), MDL 28170 (médias da ΣFIC = 

0,37) e SKF – 95282 (médias da ΣFIC = 0,57). Em contrapartida, com o composto CB 1954 

foi obtido um modo de interação aditivo ou indiferente.  
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Tabela 16. Perfil de combinação da miltefosina com os compostos selecionados da 

biblioteca LOPAC, destacando os valores de FIC e o modelo de interação entre as 

moléculas. 

Composto Razão FIC Milt FIC hit ΣFIC Modo de interação 

CB 1954 

4:1 0,92 0,16 1,06 

Aditiva 
3:2 0,67 0,52 1,19 

2:3 0,47 0,85 1,32 

1:4 0,09 0,46 0,55 

Dilazep 

4:1 0,66 0,54 1,20 

Levemente sinérgica 
3:2 0,31 0,06 0,37 

2:3 0,16 0,14 0,30 

1:4 0,15 0,31 0,46 

MDL 28170 

4:1 0,47 0,15 0,62 

Sinérgica 
3:2 0,33 0,10 0,43 

2:3 0,05 0,25 0,30 

1:4 0,03 0,11 0,14 

SFK - 95282 

4:1 0,24 0,68 0,92 

Levemente sinérgica 
3:2 0,26 0,52 0,78 

2:3 0,14 0,32 0,46 

1:4 0,05 0,11 0,16 

Os dados de FIC estão representados como a média de valores obtidos em dois experimentos 

independentes.  

 

 

Analisando os isobologramas gerados para cada combinação (figura 55), podemos 

notar que apesar da média da ΣFIC para os compostos CB 1954 e Dilazep indicarem para uma 

interação aditiva e fracamente sinérgica, respectivamente, podemos observar a presença de 

pontos acima e abaixo da linha de aditividade. De forma interessante, considerando o composto 

SKF-95282, todos os pontos se localizaram abaixo da linha de aditividade, para todas as 

combinações testadas. Por fim, o efeito sinérgico observado para a combinação com MDL 

28170 pela média da ΣFIC foi notado também no isobolograma gerado. 
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Figura 55. Isobologramas de combinação entre hits da biblioteca LOPAC com o 

composto referência miltefosina. 

 

 

4.25. Avaliação dos hits selecionados da triagem da biblioteca LOPAC em outras espécies 

de Leismania, T.brucei e T.cruzi 

 

Além de terem sido testados no painel de cepas associadas à forma visceral de 

leishmaniose, os compostos selecionados também foram avaliados em outros 

tripanossomatídeos de importância média, T. brucei, agente etiológico da Doença do Sono, e 

T.cruzi, agente etiológico da Doença de Chagas. Os dados estão apresentados na tabela 17. 

Considerando o modelo de T.brucei, todos os compostos foram ativos, com valores de EC50 

variando entre 0,09 a 2,3µM e valores de atividade máxima próximas ou em 100% (a droga 

referência pentamidina apresentou EC50 de 2nM e atividade máxima de 100%). Já no modelo 

de T. cruzi, todos os compostos apresentaram alta eficiência (93,8 – 100%) e potência variável, 

sendo que o composto CB 1954 eliminou a infecção em todas as concentrações testadas. Dentre 
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o set de moléculas testadas, o composto CB 1954 apresentou amplo espectro de atividades 

contra os tripanossomatídeos estudados. 

 

Tabela 17. Atividade biológica dos compostos selecionados em diferentes modelos de 

tripanossomatídeos. 

 T.cruzi T.brucei 

 EC50 (µM) Atividade 

máxima (%) 

EC50 (µM) Atividade 

máxima (%) 

Nifurtimox 0,5 100,0 n.t. n.t. 

Pentamidina n.t. n.t. 0,002 100,0 

CB1954 * 100,0 0,09 99,8 

MDL 28170 12,4 98,1 1,9 99,4 

Dilazep 27,8 100,0 2,3 100,0 

Zolantidine 12,4 93,8 1,6 100,0 

Os dados referem-se a médias de valores obtidos em dois experimentos independentes. n.t.: não 

testado. *: composto apresentou valor de EC50 menor que a mínima concentração testada. 

 

 

5. Considerações finais 

 

No trabalho apresentado, estabelecemos um ensaio de alto conteúdo para triagem 

de compostos contra amastigotas intracelulares de Leishmania. Baseado em ensaios 

previamente descritos na literatura, foi desenvolvido um protocolo otimizado que se mostrou 

mais robusto, sensível e reprodutível, capaz de identificar adequadamente moléculas candidatas 

para descoberta de fármacos para leishmaniose visceral. Através da metodologia, acreditamos 

que será possível aumentar o throughput dos ensaios de alta vazão, aumentando a taxa de 

confirmação de hits e diminuindo o número de falhas e perdas de compostos em etapas mais 

avançadas. Vale salientar que a abordagem apresentada aqui é pioneira no Brasil, nos colocando 

em evidência no cenário mundial.  

Otimizando as condições padronizadas para a espécie L. infantum 

MHOM/BR/1972/BH046, construímos um painel com mais cinco cepas/espécies relacionadas 

à manifestação visceral da doença. As otimizações foram realizadas para cada cepa/espécie em 
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particular, focando no modelo biológico e no software de análise. Além de observamos 

mudanças no perfil de infecção das cepas estudadas, em termos da taxa de infecção, do número 

de parasitas intracelulares e, principalmente, da razão de amastigotas em replicação; também 

pudemos avaliar as variações de atividade anti -Leishmania de compostos- referência. Enquanto 

a anfotericina B apresentou uma atividade consistente para todas as cepas estudadas, mudanças 

no perfil de eficiência e potência da miltefosina foram observadas. Dessa forma, sugerimos que, 

através do estudo cepa-atividade, frequentemente ignorado em triagens de alta escala, 

poderemos ter um melhor entendimento do perfil de atividade de determinado composto e, 

consequentemente, realizar uma melhor priorização de candidatos.  

Utilizando a metodologia estabelecida, realizamos a prospecção in vitro de novas 

moléculas com atividade antiparasitária, focando em bibliotecas naturais e sintéticas. Fomos 

capazes de triar aproximadamente 20.000 pontos, incluindo ensaios primários e confirmatórios, 

de diferentes parceiros brasileiros e internacionais. Dentre eles, podemos citar: Comissão 

europeia (projeto FP7) e DNDi (Drugs for neglected diseases initiative), bem como 

colaboradores da Griffith University (Austrália), UNICAMP, USP, UFSCAR, UFV, UNB, 

UFG, entre outras. Como resultado dessas parcerias, diversos artigos foram publicados ou estão 

em fase de preparação para publicação. 

Considerando a triagem da biblioteca de extratos naturais Hypha’s MycoDiverseTM, 

a partir de extratos fúngicos, foi possível isolar cinco compostos puros, os quais apresentaram 

atividade anti-Leishmania promissora, sendo que algumas moléculas se tratam de compostos 

inéditos, sem precedentes na literatura. Ensaios de ADME, toxicidade e experimentos em 

modelo animal estão sendo realizados no momento. Para o mesmo consórcio, ainda triamos 

uma biblioteca de extratos naturais de plantas do Sudão, da qual selecionamos três compostos 

ativos purificados, e uma biblioteca sintética focada em derivados de chalconas.  

Quanto às coleções de compostos/extratos provenientes de diferentes 

colaboradores, no total, foram testadas aproximadamente 800 amostras em nosso modelo, de 

diferentes fontes, entre elas: síntese química, extratos de plantas e extratos de fungos. Dentre o 

set de compostos, destacamos os resultados adquiridos em colaboração com o Prof. Carlos 

Roque (UNICAMP, SP), Prof. Hélio Stefani (USP, SP), Profa. Carolina Horta (UFG, GO) e 

Prof. Simon Cämmerer (UNICAMP, SP). Através dessas triagens, identificamos diferentes 

classes terapêuticas e químicas, algumas previamente reportadas como agente inibidor do 

parasita Leishmania, porém ainda pouco exploradas, e outras inéditas no campo de estudo. 

Ainda, encontramos, potenciais candidatos, os quais apresentaram valores de EC50 abaixo de 

10 µM e atividade máxima próxima a 100%, representando assim moléculas e scaffolds iniciais 
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para otimização química e estudos mais detalhados (painel de cepas, dinâmica de atividade, 

ensaios com outros tripanossomatídeos, testes em modelo animal).  

Por fim, utilizamos da abordagem de reposicionamento e triamos a biblioteca 

comercial LOPAC, constituída de 1,280 moléculas com atividade biológica conhecida. Apesar 

de previamente triada contra o modelo de Leishmania, pela primeira vez, um screening paralelo 

com duas espécies diferentes do parasita foi feito, para traçar um perfil de atividade dos 

compostos contra representantes viscerais da doença. Como resultado, identificamos classes 

terapêuticas e químicas, ainda não reportadas ou pouco exploradas para Leishmania, e  

selecionamos quatro compostos ativos contra L. infantum MHOM/BR/1972/BH046, os quais 

foram prosseguidos para estudos mais detalhados: (i) avaliação da atividade contra diferentes 

cepas/espécies de Leishmania, nas diferentes formas do ciclo de vida do parasita (ii) verificação 

da atividade em outros modelos de tripanossomatídeos: T. cruzi e T. brucei, (iii) investigação 

dos compostos na literatura quanto a estrutura química, perfil terapêutico, características 

farmacocinéticas, entre outros parâmetros, e (iv) ensaios de combinação com compostos 

referência. Os compostos selecionados foram: CB 1954, MDL 28170, Dilazep e Zolantidine. 

Dentre este set, o composto CB 1954 apresentou-se com amplo espectro de atividade, não 

citotóxico e, segundo método de predição, com características farmacocinéticas interessantes. 

Apesar de previamente publicado como agente anti-tripanossomátideos, em nosso trabalho, 

investigamos mais detalhadamente seu efeito em diferentes cepas/espécies de Leishmania, bem 

como em diferentes formas do ciclo de vida do parasita. Além disso, para os outros compostos 

estudados, no modelo in vitro de T.brucei, todos apresentaram atividade promissora, com 

valores de EC50 próximos a 2 µM; enquanto que, para o parasita T.cruzi, apenas os compostos 

MDL 28170 e Zolantidine apresentaram potência satisfatória (aproximadamente 12 µM).  

Ainda, realizamos ensaios de combinação entre os hits selecionados e os compostos referência 

anfotericina B ou miltefosina. Dentre as combinações testadas, os compostos CB 1954, Dilazep 

e Zolantidine apresentaram perfis de aditividade (ou indiferença) em todas as combinações 

feitas, enquanto que o composto MDL 28170 apresentou efeito sinérgico em combinação com 

ambos os compostos referência. Dessa forma, ensaios com MDL28170 combinado com 

anfotericina b e miltefosina podem representar uma possível alternativa para trabalhos 

envolvendo as outras cepas de Leishmania.  

Em resumo, a metodologia descrita nesse trabalho representa uma importante 

contribuição para os processos iniciais de desenvolvimento de fármacos contra Leishmania. 

Diversas abordagens foram empregadas nesse projeto, para realizar a prospecção de candidatos 
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a fármacos contra amastigotas intracelulares de Leishmania, os quais poderão ser explorados 

futuramente como potencial alternativa de quimioterapia para leishmanioses. 
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ANEXOS 

 

Anexo I:  

 

Laura M. Alcântara, Thalita C. S. Ferreira, Vanessa Fontana, Eric Chatelain, Carolina B. 

Moraes and Lucio H. Freitas-Junior. A Leishmania multi-species high content screening 

assay for discovery of broad-spectrum activity antiLeishmanials. 

 

Manuscrito em preparação a ser submetido para publicação em revista indexada. 

 

Abstract 

Leishmaniasis is a complex of diseases that range from a mild, self-healing cutaneous form to 

an often deadly visceral form. The different forms of the disease are caused by different groups 

of Leishmania species. The few treatment options available for leishmniasis are mostly 

unsatisfactory and show variable efficacy depending on the clinical form and geographical 

location. Here a multi-species high content assay to screen compounds against distinct clinically 

relevant Leishmania parasites is described. The semi-automated assay is based on the infection 

of THP-1 macrophages with Leishmania promastigotes and the evaluation of compound 

activity against intracellular amastigotes, and uses commercially available instruments for 

image analysis. The assay has been validated for L. infantum, L. donovani, L. amazonensis and 

L. braziliensis, with a library containing FDA-approved and experimental drugs, screened in 

duplicate. The library screening resulted in the identification of compounds active against one 

or more Leishmania species with high efficacy and relatively moderate potency; however, only 

the dinitrobenzamide CB1954 presented activity against the full species panel. The described 

assay provides the basis for the discovery of novel broad spectrum anti-Leishmanial agents, 

while screening results highlight the reduced number of compounds with pan-Leishmanial 

activity that might be available from primary screening of diversity libraries.  
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screening: impact of different visceral strains in reference drugs activity and hit molecules 

prospection.  

 

Manuscrito em preparação a ser submetido para publicação em revista indexada. 

 

Abstract 

Leishmaniasis is a complex of diseases caused by protozoan parasites of the genus Leishmania. 

Because the current treatment present critical drawbacks, the discovery and development of 

new drugs are priority. Among the assays available for drug candidates’ triage, the High 

Content Screening (HCS) represent a potential alternative, as the technique correlates the high 

throughput efficiency with biologically relevant models. However, HCS protocols have been 

developed, to the date, for a limited number of Leishmania strains, mostly L. donovani 

representatives, although different strains may diverge considerably in regard to drug 

susceptibility. In this context, we established a panel of Leishmania visceral strains in order to 

investigate differences in infection profiles and evaluate both reference drugs and candidates 

antiLeishmanial activity. For each strain, the biological model was established by determining 

the best conditions of host cell and parasite culture, infection and period of drug exposition. In 

addition, an image analysis method was standardized using a commercial software. Among the 

strains established, differences were observed in the general infection parameters: such as 

infection ratio, intracellular amastigotes number and multiplying amastigotes ratio; also, 

diverging results were verified for reference compounds activity: while amphotericin B 

presented consistent activity against the representatives, with EC50 values between 0.7 and 1.9 

µM, miltefosine showed strain dependent-activity (EC50 = 0.4 a 7.6 µM). The strain-specificity 

profile also occurred in the killing kinetics of reference compounds and in the activity of 

potential candidates. It provides a profile on a compound’s activity against different strains, 

which could be determinant for an appropriate selection of candidates as starting points for drug 

discovery and contribute to the development of novel broad spectrum anti-Leishmanial agents.  
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