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RESUMO  

 

A quimioterapia atual para as leishmanioses está longe do ideal devido a uma série 
de problemas como alto custo e elevada toxicidade. Assim, existe uma necessidade 
imediata de obtenção de novos fármacos para o tratamento da doença. Neste 
contexto, derivados de quinolina têm demonstrado atividade leishmanicida 
promissora. Neste trabalho, foi avaliada a atividade leishmanicida de duas séries 
distintas de quinolinas: seis compostos derivados de 4-aminoquinolinas (4-AMQ) e 
seus híbridos com esteroide e nove derivados da amodiaquina (AQ). O efeito dos 
compostos foi testado em promastigotas e amastigotas de Leishmania sp e em 
macrófagos peritoneais de camundongos. Os resultados mostraram que a 
conjugação de 4-AMQ ao esteroide resultou em aumento significativo da atividade 
principalmente para formas promastigotas e amastigotas de L. major. O composto 6 
foi o mais ativo em amastigota de L. major (CI50 de 1,9 µM), sendo três vezes mais 
efetivo do que a miltefosina. Demonstrou-se neste trabalho que a conjugação de 
dois grupos de grande aplicação biológica, quinolina e esteroide, pode ser uma 
estratégia interessante para o desenvolvimento racional de novos fármacos. Em 
relação aos derivados da AQ, observou-se que a grande maioria dos compostos 
foram ativos em promastigotas e amastigotas de Leishmania sp. Dentre os nove 
compostos avaliados, seis foram mais ativos em amastigotas de L. braziliensis do 
que o protótipo AQ e miltefosina. O composto 8 (CI50 de 0,4 µM) foi cerca de 
quatorze vezes mais ativo em amastigota do que a miltefosina. A maioria dos 
derivados de 4-AMQ e AQ foram mais seletivos e específicos para amastigotas. A 
atividade em potencial dos compostos avaliados pode ser considerada um 
importante avanço no estudo desta classe de derivados, visando-se o 
desenvolvimento de novos fármacos leishmanicidas mais eficazes, seletivos e não 
tóxicos para o hospedeiro humano.  
 
Palavras-chave: Leishmania. Quimioterapia. 4-aminoquinolinas. Esteroide. 
Amodiaquina. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 

 

Current chemotherapy for leishmaniasis is far from ideal due to a number of 
problems such as high cost and high toxicity. Thus, there is an immediate need to 
obtain new drugs for the treatment the disease. In this context, quinoline derivatives 
have shown promising antileishmanial activity. In this study, we evaluated the activity 
of two distinct series of quinolines, six 4-aminoquinolines (4-AMQ) derivatives and 
their hybrids with steroid and nine amodiaquine (AQ) derivatives in different 
Leishmania species. Effect of the compounds was assayed against Leishmania 
promastigotes and amastigotes and mouse peritoneal macrophages. Results showed 
that the combination of 4-AMQ to the steroid resulted in a significant increase in 
activity mainly for L. major promastigotes and amastigotes forms. Compound 6 was 
the most active against L. major amastigotes with IC50 of 1.9 µM, being three times 
more effective than miltefosine. It was demonstrated in this work that the combination 
of two groups with large biological application as quinoline derivatives and steroids 
may be an interesting strategy for the rational development of new drugs. Regarding 
to the AQ derivatives, it was observed that all compounds were most active against 
Leishmania promastigote and amastigote forms. Among the nine compounds 
evaluated, six were more active against L. braziliensis amastigotes than the 
prototype AQ and miltefosine. Compound 8 with IC50 of 0.4 µM was about fourteen 
times more active than miltefosine. In general, the majority of 4-AMQ and AQ 
derivatives are more selective and specific for amastigotes of Leishmania sp, forms 
clinically relevant. Potential activity of the compounds evaluated can be considered 
an important advance in the study of this class of derivatives in order to develop new 
leishmanicidal drugs more effective, selective and nontoxic to the human host.  
 
Keywords: Leishmania. Chemotherapy. 4-aminoquinolines. Steroid. Amodiaquine. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 LEISHMANIOSES 
 

 

Algumas doenças tropicais têm sido reconhecidas como doenças tropicais 

negligenciadas (DTNs), pois acarretam graves problemas de saúde pública em 

países em desenvolvimento localizados na África, Ásia e América Latina; onde 

estimativas apontam que 1,2 bilhões de pessoas vivam em extrema condição de 

vulnerabilidade econômica e causando a morte de cerca de 500 mil pessoas a cada 

ano (CAVALLI; BOLOGNESI, 2009; HOTES; SAVIOLI; FENWICK, 2012). Apesar 

disto, dentre os mais de 1300 novos medicamentos desenvolvidos nos últimos 25 

anos, menos de 1% foram destinados ao tratamento dessas doenças 

(KAPPAGODA; IOANNIDIS; 2012). Este desequilíbrio aponta para uma crise na 

pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento das doenças 

negligenciadas devido à falta de políticas públicas e incentivo econômico 

(TROUILLER, 2002; FEASEY et al., 2009). 

As DTNs representam um grupo de 17 doenças infecciosas, as quais incluem 

onze parasitárias como causadas por protozoários (leshmanioses, doença de 

Chagas, tripanossomíase Africana) e helmintos (ascaridíase, ancilostomíase, 

tricuríase, esquistossomose, cisticercose/teníase, oncocercose, filariose linfática, 

fasciolíase, equinococose, dracunculíase) (WHO, 2013). A Organização Mundial da 

Saúde (OMS) atualmente considera as leishmanioses como doenças tropicais 

negligenciadas de categoria1 (reemergentes e fora de controle) (VARELLA-M et al., 

2012). Constituem, atualmente, como uma das seis prioritárias pelo programa de 

“Pesquisa em Doenças Tropicais” (TDR- “Tropical Diseases Research”) da OMS 

(WHO, 2012); haja vista que, nas últimas décadas, os investimentos em pesquisa 

geralmente não reverteram em desenvolvimento e ampliação do acesso e novos 

medicamentos, testes para diagnóstico e vacinas para sua prevenção e controle 

(BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008; COSTA, 2011).   

Segundo dados da OMS de 2010, as leishmanioses ocupam a terceira 

posição no ranking do “Disability-adjusted life year” (DALY) que avalia o número de 
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anos de vida saudáveis perdidos provocados por doenças tropicais negligenciadas. 

Estima-se a perda de cerca de 2,4 milhões de DALY em todo o mundo (VARELLA-M 

et al., 2012), sendo a segunda causa de morte por doenças relacionadas a 

protozoários, superada somente pela malária (REITHINGER, 2008).  

As leishmanioses apresentam-se amplamente distribuídas geograficamente, 

sendo endêmicas em 98 países situados, em sua maioria, na África, Ásia e América, 

onde existem aproximadamente 350 milhões de pessoas expostas ao risco de 

contrair a infecção (ALVAR et al., 2012; BEATTIE; KAYE, 2011; DEN BOER et al., 

2011). Estimativas recentes apontam para a existência de 14 milhões de pessoas 

infectadas em todo o mundo, com uma incidência anual de 2 milhões de novos 

casos e 50 mil mortes por ano relacionadas a leishmaniose visceral (WHO, 2012).  

A figura 1 mostra a distribuição mundial da leishmaniose cutânea (LC) e 

leishmaniose visceral (LV). As áreas afetadas estão marcadas em vermelho de 

acordo com a OMS. 

 

        

 Figura 1: Distribuição geográfica da leishmaniose cutânea (esquerda) e leishmaniose   
visceral (direita) (OMS, 2010). 

 

    

Aproximadamente 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em apenas seis 

países: Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, Etiópia e Brasil. A LC é mais 

amplamente distribuída, sendo mais prevalente em dez países: Afeganistão, Argélia, 

Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, Sudão do Norte, Costa Rica, Peru, os quais 

respondem por 70% a 75% da incidência global (ALVAR et al., 2012).  

O aumento significativo na incidência de casos globais de leishmanioses 

observado, principalmente, nas duas últimas décadas é resultante de uma série de 
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fatores como o crescimento urbano desordenado, desequilíbrio ambiental devido a 

mudanças climáticas e intervenções sistemáticas do homem, migração de pessoas 

para áreas endêmicas, associação com infecções oportunistas como o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), controle inadequado de vetores, ausência de vacina 

efetiva e desenvolvimento de resistência parasitária à quimioterapia (READY, 2010; 

DEN BOER et al., 2011; FREITAS-JÚNIOR et al., 2012). 

 Entretanto, como a notificação para as leishmanioses não é obrigatória em 

vários países e levando-se em conta que o diagnóstico da doença não é 

corretamente realizado em inúmeras situações, pode-se afirmar que o número de 

casos globais da doença ainda seja subestimado (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 

2006; REITHINGER, 2008).  

No Brasil, apesar das séries irregulares de dados, foram registrados uma 

média anual de 26.021 casos de LC no período entre 1988 e 2009, sendo a região 

Norte responsável por cerca de 37,3% dos casos notificados neste período. Em 

relação à LV, foi documentado um total de 34.583 casos entre 2003 e 2009, sendo 

que a maioria dos casos se concentrou na região Nordeste, com 47,5% 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012).  

 

 

1.2 O PARASITO 
 

 

O gênero Leishmania inclui protozoários flagelados pertencentes à ordem 

Kinetoplastida e família Trypanosomatidae, cuja característica principal é a presença 

da organela cinetoplasto, localizada no interior da mitocôndria, que é única e possui 

regiões ricas em DNA (MISHRA et al., 2009). O parasito apresenta duas formas 

morfológicas distintas, promastigotas e amastigotas (Figura 2) cujo processo 

evolutivo permitiu a sobrevivência do parasito em organismos diversos; estando 

estas formas distintas adaptadas às diferentes condições de vida que envolve 

ambos hospedeiros (ROY et al., 2012). A forma promastigota extracelular é 

encontrada no intestino médio do inseto vetor. São formas alongadas, com um 

flagelo externalizado emergindo do corpo do parasito na sua porção anterior 



19 

 

(STUART et al., 2008), apresentando núcleo central e cinetoplasto terminal. A 

diferenciação do estágio de promastigota para a forma amastigota intracelular 

obrigatória ocorre, principalmente, no interior de vacúolos parasitóforos (VPs) de 

macrófagos do hospedeiro vertebrado (RUIZ; BECKER, 2007; SHARMA; SINGH, 

2008). Os amastigotas apresentam-se tipicamente com formato arredondado e um 

flagelo curto, que está presente na bolsa flagelar, uma invaginação da superfície do 

parasito, não observada sob microscopia óptica (SANTOS et al., 2008; MISHRA et 

al., 2009).  

É interessante verificar que existe diferença na formação dos vacúolos 

parasitóforos (VPs) entre as espécies de Leishmania (KIMA, 2007). Estes vacúolos 

variam em tamanho e número de amastigotas. Espécies pertencentes ao complexo 

Leishmania mexicana se desenvolvem em grandes e distendidos VPs. Por exemplo, 

na infecção pela espécie L. amazonensis observa-se a presença de VPs contendo 

vários amastigotas aderidos à membrana dos mesmos ou soltos em seu interior 

(CHANG et al., 2003; REAL, POUCHELET, RABINOVITCH, 2008). Para espécies do 

complexo Leishmania braziliensis como L. braziliensis também ocorre a formação de 

VPs distentidos que abrigam em seu interior um ou vários amastigotas (figura 2C). 

Por outro lado, espécies do complexo Leishmania major (L. major) (figura 2B) e do 

complexo Leishmania donovani (L. donovani, L. infantum e L. chagasi) verifica-se a 

presença de VPs pequenos e individualizados, ou seja, contendo um único 

amastigota (MCCONVILLE et al., 2007). 
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       (A)                                                           (B) 

 
                                                       

  

 

 

 

 

                                                     (C) 

 

Figura 2: Fotomicrografia ilustrativa das formas evolutivas de Leishmania. (A) promastigotas 
de L. braziliensis; (B) macrófagos infectados com amastigotas de L. major e (C) macrófagos 
infectados com amastigotas de L. braziliensis. As setas em vermelho indicam as diferentes 
formas evolutivas do parasito. Aumento de 1000 X. Fonte: Do autor. 
 
 
 
 

Uma das características mais marcantes apresentadas pelo gênero 

Leishmania em comparação com os outros gêneros que fazem parte da família 

Trypanosomatidae é a grande diversidade de espécies. Atualmente, as espécies de 

Leishmania que provocam infecções em humanos estão englobadas em dois 

subgêneros Leishmania e Viannia, os quais são classificados de acordo com a 

localização do parasito no intestino do inseto vetor (LAINSON; SHAW, 1987). 

Considera-se que mais de trinta espécies de Leishmania podem infectar o homem e 

outras estão em emergência, especialmente em associação com infecções 

oportunistas como o vírus HIV (SHUKLA et al., 2012).  
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Entretanto, o ciclo biológico é similar para todas as espécies (Figura 3). Os 

protozoários do gênero Leishmania possuem um ciclo de vida heteroxênico, o qual 

se caracteriza pela alternância de forma parasitária entre hospedeiros mamíferos, 

que incluem humanos, cães e animais silvestres e hospedeiros invertebrados, 

representados por insetos vetores denominados genericamente de flebotomíneos 

(BURCHMORE; BARRET, 2001; MISHRA et al., 2009). Dois gêneros de 

flebotomíneos são responsáveis pela transmissão natural de Leishmania em 

humanos: Phlebotomus no Velho Mundo (Ásia, África e Europa) e Lutzomyia no 

Novo Mundo (América Central e América do Sul) (READY, 2010).  

Os parasitos são transmitidos ao hospedeiro mamífero durante o repasto 

sanguíneo das fêmeas dos insetos vetores, mediante a inoculação na derme das 

formas promastigotas metacíclicas acompanhadas de proteofosfoglicanas 

imunomodulatórias provenientes do parasito, além de secreções da saliva do 

flebotomíneo. Este repertório de substâncias bioativas exerce um papel fundamental 

na fase inicial da resposta imune e inflamatória pelo hospedeiro (DE MOURA et al., 

2007; KAYE; SCOTT, 2011). Após a inoculação, as formas metacíclicas infectantes, 

através de diversos receptores celulares, infectam células do sistema fagocítico 

mononuclear que são recrutadas para o local de infecção (KIMA, 2007; FREITAS-

JÚNIOR et al., 2012). Os neutrófilos exercem papel importante na fase inicial da 

infecção pelos promastigotas e, principalmente, os macrófagos por desencadearem 

a fagocitose dos neutrófilos apoptóticos infectados (RIBEIRO-GOMES; SACKS, 

2012).  

A diferenciação de promastigotas em amastigotas ocorre dentro do 

compartimento fagossomo, também denominado vacúolo parasitóforo (VP) que sofre 

processos de fusão sucessivos, originando a organela fagolisossomo (SHARMA; 

SINGH, 2008; FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Durante este processo, 

moléculas de lipofosfoglicano (LPG) presentes na superfície dos promastigotas 

desempenham um importante papel na estratégia de sobrevivência do parasito, 

retardando o processo de fusão do VP com os lisossomos e promovendo atraso na 

acidificação e aquisição de enzimas hidrolíticas lisossomais pelo VP (FRANCO; 

BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Na medida em que as formas amastigotas vão se 

multiplicando por divisão binária, os macrófagos se rompem e liberam os parasitos 

que serão englobados por novas células hospedeiras, onde continuam a se 
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multiplicar, contribuindo para a propagação da infecção no hospedeiro vertebrado 

(LODGE; DESCOTEAUX; 2005; FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). A 

disseminação da infecção pode ocorrer por outros macrófagos, além de células 

dendríticas, fibroblastos e neutrófilos que também podem funcionar como 

importantes células hospedeiras (KIMA, 2007; NADERER; MCCONVILLE, 2008; 

KAYE; SCOTT, 2011).  

A transmissão para o hospedeiro invertebrado ocorre quando a fêmea do 

flebotomíneo, ao realizar outros repastos sanguíneos, se alimenta em um 

hospedeiro infectado e ingere macrófagos infectados contendo formas amastigotas 

que acompanham o sangue, diferenciando-se posteriormente em formas 

promastigotas (ROY et al., 2012). No trato digestivo do inseto vetor, ocorre a lise dos 

macrófagos e a liberação das formas amastigotas, que se diferenciam inicialmente 

em promastigotas procíclicas não infectivas, multiplicam-se rapidamente e sofrem 

modificações morfológicas denominadas metaciclogênese. Ao final da 

metaciclogênese, quando alcançam a fase estacionária, se diferenciam em 

promastigotas metacíclicas infectivas que não se dividem (REITHINGER et al., 2007; 

VAN ASSCHE et al., 2011). Estes promastigotas metacíclicos migram para a 

probóscida e continuam a transmissão para o hospedeiro mamífero durante um novo 

repasto sanguíneo do inseto vetor (BAILEY; LOCKWOOD, 2007; STUART et al., 

2008; MISHRA et al., 2009).  
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            Figura 3: Ciclo de vida do parasito Leishmania. 
Adaptado de ROY et al., 2012. 

 

 

  
 
1.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS  
 

 

As leishmanioses desencadeiam uma diversidade de manifestações clínicas. 

Algumas espécies, denominadas dermotrópicas, apresentam tropismo pelas regiões 

de pele e mucosas, desencadeando infecções cutâneas que variam desde a forma 

localizada, disseminada, difusa e mucocutânea. Outras espécies apresentam 

tendência a proliferar e rapidamente disseminar do sítio inicial de infecção na pele 

para órgãos viscerais como fígado, baço e medula óssea (READY, 2010; BEATTIE; 
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KAYE, 2011). Os fatores que determinam esta variedade de formas clínicas 

dependem de uma complexa interação entre a espécie de Leishmania infectante 

com aspectos relacionados ao hospedeiro, dentre eles, o estado de saúde do 

indivíduo, além de características genéticas e imunes (SANTOS et al., 2008; KAYE; 

SCOTT, 2011; FREITAS-JÚNIOR et al., 2012). 

A leishmaniose cutânea localizada (LCL) é a manifestação da doença mais 

prevalente e a mais comumente causada pelas espécies dermotrópicas de 

Leishmania (SCARISBRICK et al., 2006). As espécies que geralmente provocam 

este tipo de manifestação são: L. mexicana, L. braziliensis ou L. amazonensis em 

regiões do México, América Central e América do Sul. Em regiões do Velho Mundo, 

tais como a África, Ásia e Europa, as espécies prevalentes são: L. major, L. tropica 

ou L. aethiopica (DAVID; CRAFT, 2009). No Brasil, notifica-se anualmente cerca de 

28 mil novos casos, sendo a espécie L. braziliensis a mais prevalente (MACHADO et 

al., 2010; COSTA et al., 2011). A lesão primária é, na maioria das vezes, única, 

embora, em alguns casos, múltiplas picadas do inseto vetor ou a disseminação local 

das formas promastigotas infectantes possam culminar em um número elevado de 

lesões. A forma mais frequente são ulcerações, em geral indolores, bem delimitadas, 

apresentando bordas elevadas e com fundo granulomatoso (GONTIJO; DE 

CARVALHO, 2003; DAVID: CRAFT, 2009).  

A forma disseminada da LC caracteriza-se pelo surgimento de múltiplas 

lesões pleomórficas em duas ou mais áreas do corpo (GOTO; LINDOSO, 2010). É 

relativamente rara, estando associada a infecções por espécies encontradas no 

Novo Mundo, principalmente L. amazonensis e L. braziliensis. No Brasil, a 

frequência de casos tem aumentado nas duas últimas décadas em áreas do 

Nordeste, sendo L. braziliensis a principal espécie encontrada (TURETZ et al., 

2002).  Também tem sido relatada em países do Velho Mundo, especialmente em 

associação com o vírus HIV (BAILEY; LOCKWOOD, 2007). 

A forma recidiva diferencia-se pelo desenvolvimento de lesões de aspecto 

vesiculares e papulares que se desenvolvem após a cura clínica ou em torno da 

borda de uma lesão cicatrizada após períodos variáveis de meses a anos (GOTO; 

LINDOSO, 2010). As principais espécies associadas são: L. tropica e L. braziliensis. 

Neste caso, as infecções tendem a ser resistentes ao tratamento (PISCOPO; 

MALLIA AZZOPARDI, 2006; BAILEY; LOCKWOOD, 2007).   
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A leishmaniose cutânea difusa (LCD) constitui uma forma clínica rara, porém 

de maior gravidade, a qual se caracteriza pela presença de nódulos não ulcerados, 

repletos de parasitos que se disseminam do local original de infecção atingindo 

outras áreas da pele, mucosa e linfonodos. Esta manifestação tipicamente ocorre 

em pacientes com anergia e deficiência específica na imunidade celular, sendo 

comum em casos de co-infecção HIV-Leishmania e é de difícil tratamento 

(LAINSON; SHAW, 1998; REITHINGER et al., 2007). No Brasil, casos de LCD têm 

sido registrados, principalmente, nas regiões Norte e Nordeste e associados 

exclusivamente à espécie L. amazonensis (LEON et al., 1990; SILVEIRA; LAINSON; 

CORBETT, 2004).  

A leishmaniose cutâneomucosa (LCM), também conhecida como espúndia, 

caracteriza-se pela capacidade do parasito de alcançar a mucosa de tecidos por 

disseminação linfática ou hematogênica. A lesão tipicamente começa com 

inflamação nasal e espalha-se, culminando com ulceração da mucosa nasal e 

destruição do septo. Nos casos mais graves, o processo ulcerativo pode atingir 

laringe, traquéia e palato, resultando em complicações respiratórias, dificuldades de 

alimentação e/ou infecções secundárias, podendo levar o paciente a óbito 

(REITHINGER et al., 2007; AMATO et al., 2008; BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008). 

Em grande parte dos casos, a LCM é resultante da LC de evolução crônica cujo 

processo de cicatrização da lesão primária lento, juntamente com tratamento inicial 

inapropriado pode contribuir para o agravamento do quadro (GONTIJO; DE 

CARVALHO, 2003: GOTO, LINDOSO, 2010). O principal agente etiológico nas 

Américas é a espécie L. braziliensis (GUERRA et al., 2011), mas outras espécies 

são também associadas: L. panamensis e L. guyanensis (RONET; BEVERLEY; 

FASEL, 2011). No Brasil, observa-se uma variação na frequência de casos 

dependendo da região geográfica, sendo 0,4% na região Sul, 1,4% na região Central 

e 2,7% na região Nordeste (GOTO; LINDOSO, 2010).  

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a mais severa forma da doença, 

responsável pela grande maioria dos casos fatais. É causada por espécies 

pertencentes ao complexo L. donovani que se divide taxonomicamente e 

geograficamente em três grandes grupos: L. donovani na Índia, Ásia e África; L. 

infantum na região do Mediterrâneo e L.chagasi na América do Sul (MURRAY et al., 

2005; MALTEZOU, 2008); sendo que L. chagasi tem sido considerada como 
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sinonímia de L. infantum (LUKES et al., 2007). A doença que apresenta evolução 

crônica tipicamente se manifesta entre 2-8 semanas após a infecção com quadro de 

febre prolongada, perda de peso, hepatoesplenomegalia severa e piora clínica 

progressiva do paciente (HAILU et al., 2005; MALTEZOU, 2009). Os principais 

órgãos acometidos são: baço, fígado, linfonodos e medula óssea (SHARMA; SINGH, 

2008). Outros sintomas característicos consistem em anemia severa, leucopenia, 

trombocitopenia e hipergamaglobulinemia. Se não tratada, pode levar a 

complicações como caquexia profunda, sangramentos, trombocitopenia, maior 

suscetibilidade a infecções secundárias e morte (MURRAY et al., 2005).  

A leishmaniose dérmica pós-calazar (LDPC), causada pela espécie L. 

donovani, é uma manifestação dérmica que ocorre após a resolução do quadro de 

LV em uma pequena porcentagem de pacientes da África e Índia (PISCOPO; 

MALLIA AZZOPARDI, 2006). O espectro de apresentações dérmicas varia desde 

múltiplas máculas hipocrômicas a pápulas eritematosas e nódulos que usualmente 

se espalham a partir da região oral para outras áreas do corpo (SALOTRA; SINGH, 

2006; DAVID; CRAFT, 2009). O tratamento farmacológico, assim como o controle da 

LDPC, é uma importante medida de saúde pública para o controle da LV, haja vista 

que os pacientes são importantes reservatórios da infecção devido ao número 

elevado de parasito nas lesões (EVANS; KEDZIERSKI, 2012).  

 

 

1.4 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO 
 

 

Existe uma diversidade de compostos com atividade leishmanicida descrita, 

mas apenas alguns são utilizados como fármacos em humanos (SINGH; 

SIVAKUMAR, 2004; FIDALGO; GILLE, 2011). Dentre estes, nenhum pode ser 

classificado como “terapia ideal”, em parte, devido a uma série de limitações como o 

alto custo, elevada toxicidade e indução de efeitos adversos que diminui a adesão 

do paciente e, consequentemente, a eficácia do tratamento (FIDALGO; GILLE, 2011; 

ALVIANO et al., 2012). Aliado a isto, tem-se o fato de que a maioria dos fármacos 

disponíveis é de administração parenteral, com regime terapêutico prolongado e em 
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múltiplas doses, o que contribui para inúmeros casos de abandono do tratamento e 

ao surgimento de cepas resistentes (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 

2004; CROFT; OLLIARO, 2011).  

A eficácia das drogas para as diferentes formas clínicas da doença está 

intimamente relacionada a diversos aspectos do parasito e do hospedeiro. Estes 

incluem a localização intracelular do alvo terapêutico no baixo pH do compartimento 

fagolisossomal de diferentes populações de macrófagos, diferenças de 

sucetibilidade entre espécies do Velho Mundo e do Novo Mundo e até mesmo entre 

cepas da mesma espécie; além da relação com a resposta imune do hospedeiro que 

em algumas circunstâncias torna as drogas ineficazes. Apesar disto, os 

medicamentos comumente utilizados são os mesmos para as várias manifestações 

da doença, não levando em conta tais particularidades da biologia do parasito e do 

hospedeiro (GOTO; LINDOSO, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011).  

Na figura 4 estão listados os principais fármacos utilizados no tratamento das     

leishmanioses. 
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                 Figura 4: Fármacos atualmente empregados na terapia das leishmanioses. 
 

Nome químico e  

(comercial) 

Estrutura Química 

 

Antimoniato de meglumina  

(Glucantime®) 

  

 

Estibugluconato de Sódio 

 (Pentostan®) 
 

 

Anfotericina B  

(Fungizone®) 

 

 

Isotionato de Pentamidina  

(Lomidina®)  

 

 

Paramomicina  

(Humatin®) 
 

        

Miltefosina 

(Milteforan®) 

 

                   Fonte: Adaptado de Fidalgo; Gille, 2011; Rath et al.; 2003. 
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Desde a década de 1940, o tratamento de primeira escolha para todas as 

manifestações clínicas das leishmanioses é realizado com os compostos antimoniais 

pentavalentes disponibilizados sob duas formulações: o estibugluconato de sódio 

(Pentostan®, Glaxo Smithkline) e antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi-

Aventis), que podem ser administrados por via endovenosa ou intramuscular com 

igual eficácia (CRUZ et al., 2009; FRÉZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009; 

FREITAS-JÚNIOR et al., 2012).  

Estudos já demonstraram que a atividade inibitória dos compostos envolve 

diversos aspectos do metabolismo do parasito. Tem sido sugerido que a forma Sb5+ 

seja um pró-fármaco que é convertido em Sb3+ no interior dos macrófagos, 

especialmente nos vacúolos parasitóforos onde os amastigotas residem. Esta forma 

trivalente ativa é responsável por comprometer o potencial redox do tiol, induzindo 

um rápido efluxo de tripanotiona e glutationa intracelulares (WYLLIE; 

CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004). Além disto, a forma Sb3+ inibe a atividade da 

tripanotiona redutase, enzima importante na proteção do parasito contra o dano 

oxidativo (HALDAR; SEN; ROY, 2011). O composto também age interferindo nas 

enzimas glicolíticas e na oxidação de ácidos graxos nas formas intracelulares do 

parasito, o que resultaria na redução dose-dependente da formação de adenosina 

trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; GOTO; 

LINDOSO, 2010). Antimoniais também atuam sobre o DNA do parasito, induzindo 

dano no DNA (LIMA et al., 2010) e inibindo a síntese de topoisomerase I (FREITAS-

JÚNIOR et al., 2012). 

Um dos principais problemas da terapia com antimoniais é a variação da 

eficácia da droga a depender da região geográfica, espécies de Leishmania 

envolvidas e apresentação clínica da doença (GOTO; LINDOSO, 2010; CROFT; 

OLLIARO, 2011). Relatos de falha na resposta ao tratamento têm sido 

documentados em cerca de 15% dos pacientes tratados com antimoniais, o que 

aponta para o surgimento de espécies de Leishmania resistentes, limitando a sua 

utilização (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; SUNDAR et al., 2008; MEHEUS et 

al., 2010). Outra problemática da terapia com antimoniais é que o tratamento 

sistêmico por um período prolongado e o acúmulo da forma ativa em diferentes 

tecidos resulta em uma elevada toxicidade do fármaco; a qual é acompanhada de 

uma série de efeitos adversos como artralgia e mialgia, além de efeitos 
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potencialmente mais graves como cardiotoxicidade e comprometimento renal, 

principalmente em pacientes idosos. Além disto, o uso deste medicamento não é 

indicado durante a gravidez (DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2010).  

A anfotericina B é um antibiótico poliênico isolado da bactéria Streptomyces 

nodosus utilizado inicialmente como antifúngico, principalmente em infecções 

sistêmicas (MONZOTE, 2009; SHAKYA; BAJPAI, GUPTA, 2011). É indicada como 

fármaco de segunda escolha para o tratamento da LV e LCM e tem sido a primeira 

opção terapêutica em regiões endêmicas como no estado de Bihar na Índia e no 

Nepal, devido à perda de efetividade aos antimoniais pentavalentes (MEHEUS et al., 

2010; CROFT; OLLIARO, 2011). O fármaco também é indicado para o tratamento de 

pacientes imunocomprometidos, como pacientes HIV positivos (GOTO: LINDOSO, 

2012). Seu mecanismo de ação baseia-se na afinidade ao ergosterol (esterol 

encontrado em fungos e parasitos), formando um complexo binário com os esteróis 

da membrana que resulta na abertura de poros, os quais estão associados a danos 

na permeabilidade da membrana e no balanço iônico, desencadeando a morte do 

parasito (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; ROY et al., 2012). 

A despeito de sua eficácia no tratamento de pacientes não responsivos a 

terapia com antimoniais, o fármaco apresenta um alto grau de toxicidade com efeitos 

adversos como hipocalemia, febre, cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e reações 

anafiláticas.  Esses efeitos potencialmente graves são explicados pela sua afinidade 

pelo colesterol encontrado na membrana da célula humana, além da baixa 

solubilidade do fármaco (CROFT; COOMBS, 2003). Além disto, trata-se de um 

medicamento caro e que requer um regime de infusão lento em dias alternados. 

Alternativas recentes surgiram com o desenvolvimento de formulações lipídicas 

como a anfotericina B encapsulada em lipossomas (L-AmB: Ambisome®), dispersão 

coloidal de anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipídico de anfotericina B, 

que são mais eficazes e menos tóxicas, mas por outro lado torna o custo do 

tratamento ainda mais elevado, o que inviabiliza a sua utilização em países menos 

desenvolvidos (MISHRA et al., 2009; DEN BOER et al., 2011). 

A pentamidina, um derivado diamidínico aromático, tem sido utilizada como 

fármaco de segunda escolha para o tratamento da LC e LV em casos de resistência 

à terapia com antimoniais e em pacientes cardíacos (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 

2006). O mecanismo de ação do fármaco não está totalmente definido, mas a morte 
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do parasito é possivelmente desencadeada pela inibição da síntese do DNA, 

modificação da morfologia do cinetoplasto e fragmentação mitocondrial (AMATO et 

al., 2008; GOTO; LINDOSO, 2010). Efeitos adversos comuns é a hipoglicemia, 

diabetes, nefrotoxicidade, taquicardia e dor no local da injeção (CROFT; SUNDAR; 

FAIRLAMB, 2006; DAVID; CRAFT, 2009). 

A paramomicina pertence à classe dos antibióticos aminoglicosídeos cuja 

atividade leishmanicida tem sido considerada como promissora pela OMS (SHAKYA; 

BAJPAI; GUPTA, 2011). Sua eficácia clínica foi comprovada para o tratamento da 

LV quando administrada por via parenteral tanto na terapia isolada, quanto em 

associação com estibogluconato de sódio (NEAL et al., 1995; MELAKU et al., 2007) 

ou em combinação com miltefosina (SEIFERT; CROFT, 2006). O fármaco também 

tem sido utilizado na terapia da LCL por via tópica (EL-ON et al., 1992; ASILIAN et 

al., 2003). O tratamento local oferece uma série de vantagens como a facilidade de 

administração, redução de efeitos adversos e melhor custo-efetividade em 

comparação com a terapia sistêmica (SEIFERT, 2011). Trabalhos in vitro 

demonstraram que a ação leishmanicida envolve inibição da síntese proteica e 

interferência na fluidez e permeabilidade da membrana (MALTEZOU, 2010). Edema, 

prurido e irritação no local da administração são alguns dos efeitos adversos 

associados à terapia com o fármaco (ARMIJOS et al., 2004). 

A miltefosina, análogo da fosfatidilcolina, é um fármaco originalmente 

desenvolvido como antineoplásico, o qual foi introduzido na última década como a 

primeira opção terapêutica oral efetiva para o tratamento da LV na Índia (SUNDAR 

et al., 2002; DE MORAES-TEIXEIRA et al., 2011). Além disto, o fármaco tem sido 

utilizado com sucesso no tratamento de pacientes resistentes aos antimoniais 

pentavalentes e crianças com LV (CROFT; ENGEL, 2006). Alguns estudos 

demonstraram variações na eficácia clínica do fármaco em espécies associadas a 

LC no Novo Mundo, desapontando a espectativa do uso da miltefosina na Américas 

(YARDLEY et al., 2005; MONZOTE, 2009; MACHADO et al., 2010). Seu mecanismo 

de ação parece estar associado a múltiplos alvos, induzindo uma série de alterações 

celulares típicas de morte por apoptose em L. donovani, como condensação do DNA 

nuclear, fragmentação do DNA e exposição de fosfatidilserina (PARIS et al., 2004; 

VERMA; DEY, 2004; MALTEZOU, 2009; MARINHO et al., 2011). A ação anti-

Leishmania envolve ainda interação com fosfolipídeos e esterois da membrana 
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plasmática, interferindo com a funcionalidade de diversas enzimas envolvidas no 

metabolismo dos fosfolipídeos, incluindo proteína cinase C (BARRAT; SAINT-

PIERRE; CHAZALET, LOUSEAU, 2009). O fármaco também estimula a ativação de 

células T com aumento na secreção de IFN-γ e da capacidade microbicida pelos 

macrófagos através da produção de intermediários reativos do oxigênio e nitrogênio 

(PALUMBO, 2008; MISHRA et al., 2009; GRIEWANK et al., 2010). 

Apesar dos importantes avanços obtidos com a terapia oral com miltefosina, o 

fármaco possui uma série de inconvenientes, dentre eles o alto custo, período 

prolongado de tratamento, elevada toxicidade, surgimento de cepas resistentes. 

Além disto, os efeitos adversos incluem náuseas, vômitos e teratogenicidade, o que 

justifica a busca de novos compostos com possibilidade de administração por via 

oral, seguros e eficazes (MALTEZOU, 2010; TIUMAN et al., 2011). 

Diante de todas as considerações feitas acima acerca da série de limitações 

da atual quimioterapia para as leishmanioses e levando-se em conta que não 

existem vacinas disponíveis, existe uma necessidade urgente para o 

desenvolvimento de novos fármacos mais seletivos para o parasito, ou seja, que 

atuem sobre pontos metabólicos do parasito diferente do hospedeiro humano, de 

baixo custo e seguros para o controle e tratamento desta importante doença tropical 

negligenciada (VERMEERSCH et al., 2009; KEDZIERSKI, 2010).    

 

 

1.5 QUINOLINAS  
 

 

As quinolinas representam uma das mais bem-sucedidas classes de drogas já 

descritas em função da ampla atividade biológica apresentada por estas moléculas. 

Compostos heterocíclicos contendo a estrutura quinolínica possuem eficácia 

antiprotozoária (FAKHFAKH et al., 2003), antimicrobiana (KAUR et al., 2011), 

antiinflamatória (MUKHERJEE; PAL, 2012), antituberculose (VANGAPANDU et al.; 

2004; CARMO et al.; 2011), antitumoral (DEADY et al., 2000), anti-HIV 

(MOUSCADET; DESMAËLE, 2010) e antifúngica (ZHU et al., 2007). A cloroquina, 

uma das mais conhecidas drogas desta série, foi uma das substâncias mais 
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utilizadas no tratamento e profilaxia da malária durante décadas, até o surgimento 

de resistência parasitária ao fármaco (KAUR et al., 2010). 

 Em relação à Leishmania, diversos estudos demonstram que derivados de 

quinolinas também possuem resultados promissores neste protozoário (FOURNET 

et al., 1993; PONTE-SUCRE et al., 2007; NANAYAKKARA et al., 2008; MISHRA et 

al., 2009; LOISEAU et al., 2011; PALOQUE et al., 2012). Dentre os derivados de 

quinolinas, destacam-se as aminoquinolinas (AMQ). Por exemplo, sitamaquina é um 

derivado 8-AMQ, que está sendo avaliado para o tratamento oral da LV na Índia 

(JHA et al., 2005), Quênia (WASUNNA et al., 2005) e Brasil (DIETZE et al., 2001) 

sob a responsabilidade da Glaxo Smith Kline. Avaliações realizadas no Quênia 

mostraram que uma dose de 2 mg/Kg/dia do fármaco administrado por via oral 

durante 28 dias foi bem tolerado por 83% dos pacientes. No Brasil, 67% dos 

pacientes infectados com L. chagasi foram curados quando tratados com 2 

mg/Kg/dia por via oral durante 28 dias (DIETZE et al., 2001). Foi comprovada 

também a eficácia das formulações tópicas em modelos in vitro e in vivo de LC 

(CROFT; SEIFERT; YARDLEY, 2006). Contudo, estudos de fase IIb estão sendo 

realizados na tentativa de se verificar a eficácia clínica do esquema de tratamento 

para a LV por via oral durante 21 dias (KULSHRESTHA et al., 2011). Trabalhos in 

vitro demonstraram que a atividade do composto está associada à indução de 

alterações morfológicas em amastigotas intracelulares de L. tropica (SEIFERT, 

2011), colapso do potencial de membrana em promastigotas de L. donovani 

(VERCESI; DOCAMPO, 1992); bem como acúmulo do fármaco no acidocalcisoma, 

resultando na alcalinização da organela e morte do parasito (LÓPEZ-MARTÍN et al., 

2008). Sua atividade anti-Leishmania envolve ainda interação com grupamentos 

fosfolipídicos na membrana do parasito e acúmulo do fármaco no citosol em um 

processo independente de esterol (COIMBRA et al., 2010). As reações adversas 

desenvolvidas nos pacientes em estudo foram dor abdominal, cefaléia, vômito, 

dispepsia e alguns casos de meta-hemoglobinemia (JHA et al.,2005; WASUNNA et 

al.,2005). 

 Outro composto promissor é o imiquimod (Aldara®), um derivado 

imidazoquinolina, que possui eficácia antitumoral, antiviral e imunomoduladora. Seu 

uso foi aprovado para tratamento de infecções por HPV, verrugas genitais e algumas 

condições pré-malignas (MINODIER, PAROLLA, 2007). Em avaliações realizadas 
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em pacientes com LC no Peru, observou-se que a administração de imiquimod pela 

via tópica em associação com antimoniato de meglumina pela via intramuscular 

resultou em maior rapidez na resolução das lesões em comparação com antimoniato 

sozinho (AREVALO et al., 2001; AREVALO et al., 2007). Diante destas 

constatações, a OMS recentemente incluiu a terapia combinada de imiquimod com 

antimoniato de meglumina como segunda opção terapêutica para o tratamento da 

LC no Novo Mundo (WHO, 2010). Em modelos de infecção in vitro e em 

camundongos infectadas com L. donovani, a atividade antiamastigota foi associada 

à ativação de macrófagos resultante da indução da expressão gênica de óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) e aumento nos níveis de NO (BUATES, 

MATLASHEWSKI, 1999). 

Diversos outros estudos confirmam o potencial leishmanicida dos derivados 

de quinolinas o que resultou na identificação de uma série de moléculas de interesse 

com substituições em diversas posições no anel quinolínico como derivados bis-

quinolinas (PALIT et al., 2008); quinolinas substituídas na posição 2 (NAKAYAMA et 

al., 2005; DESRIVOT et al.; 2007; VIEIRA et al.; 2008); quinolinas substituídas nas 

posição 4 (SAHU et al., 2002; CARMO et al., 2011); quinolinas substituídas na 

posição 8 (BERMAN, LEE, 1983; CARVALHO et al., 2010; YARDLEY; GAMARRO; 

CROFT, 2010), dentre outros compostos. 

Dentre estes, compostos derivados das 4-AMQ foram extensivamente 

estudados para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos o que resultou na 

descoberta da cloroquina, que tem sido utilizada durante décadas para o tratamento 

da malária (GREENWOOD et al., 2005; KAUR et al., 2010). O fármaco também 

apresenta eficácia clínica no tratamento da artrite reumatóide e do lúpus eritematoso 

sistêmico (MILLER; RANATUNGA, 2012), além de atividade antitumoral 

(LOEHBERG et al., 2012). Neste sentido, a atividade leishmanicida de derivados 4-

AMQ também vem sendo alvo de inúmeros estudos em nosso laboratório. Estudos 

in vitro realizados com uma série destes derivados exibiu resultado significativo em 

diferentes espécies de Leishmania e Mycobacterium tuberculosis (CARMO et al., 

2011). 

Amodiaquina (AQ) também é um fármaco da classe das 4-AMQ introduzido 

na terapia antimalárica na década de 1940, cuja terapia isolada para profilaxia não é 

atualmente recomendada devido aos potenciais efeitos adversos, dentre eles a 
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agranulocitose e hepatite (KAUR et al., 2010). A OMS, como parte dos esforços em 

se combater a crescente resistência parasitária, recomenda a terapia combinada de 

AQ e artesunato para o tratamento de infecções por P. falciparum resistentes à 

cloroquina (SÁ; CHONG; WELLENS, 2011). Estudos já demonstram a atividade de 

uma série de derivados estruturalmente relacionados à AQ em formas promastigotas 

de L. amazonensis (DE MELLO et al., 2004) e em amastigotas intracelulares de L. 

donovani (GUGLIELMO et al., 2009). Recentemente, um trabalho realizado em 

nosso laboratório com uma série de análogos da AQ exibiu resultados promissores 

em promastigotas de diferentes espécies de Leishmania (COIMBRA et al., 2011).  

Dando continuidade aos estudos com esta classe de compostos, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar in vitro o potencial leishmanicida de uma série de derivados 

de quinolinas, incluindo 4-AMQ associados com esteroide (ANTINARELLI et al., 

2012) e de derivados heteroaromáticos da AQ (artigo aceito para publicação no 

Chemical Biology and Drug Design). 
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 GERAL 
 

 

Avaliar a atividade citotóxica de uma série de derivados de quinolinas em 

espécies de Leishmania associadas a manifestações tegumentares da doença, bem 

como em células de mamíferos.  

 

 

 2.2 ESPECÍFICOS 
 

 

1- Avaliar o efeito citotóxico de derivados de 4-AMQ híbridos com esteroide e de 

derivados da AQ em formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e 

L.major; 

2- Avaliar o efeito citotóxico dos compostos em macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c; 

3- Avaliar a atividade dos compostos em amastigotas intracelulares de espécies que 

se mostraram sensíveis no item 1 e 2; 

4- Determinar o índice de seletividade dos compostos para promastigotas e 

amastigotas intracelulares em relação à célula hospedeira; 

5- Determinar o índice de especificidade dos compostos para os diferentes estágios 

do parasito; 

6- Determinar a relação estrutura atividade das séries de derivados de quinolinas 

testadas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1 COMPOSTOS UTILIZADOS  
 

 

Os compostos derivados de 4-AMQ descritos neste trabalho foram 

sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. Adilson David da Silva do Departamento de 

Química/Instituto de Ciências Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora. A 

série de compostos derivados da AQ foi elaborada e sintetizada pelo grupo do Dr. 

Marcus Vinícius Nora de Souza do Instituto de Tecnologia em Fármacos-

Farmanguinhos da Fundação Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. Nas Tabelas 1 e 2 

dispostas abaixo, estão representadas as estruturas dos derivados de 4-AMQ e seus 

híbridos com esteroide e dos derivados da AQ, respectivamente, utilizados neste 

trabalho. 

          

 

         Tabela 1: Estruturas químicas dos derivados de 4-aminoquinolinas e híbridos com esteroide. 

Composto            Estrutura Química Nome do Composto 

 
 

1 

 
 
 
 
 
 
 

N1-(7-cloroquinolin-4-il)-N2-

(prop-2-inil)etano-1,2-diamina 

 

 
 
 

2 
 

 
 
 
 
 
 

N1-(7-cloroquinolin-4-il)-N3-

(prop-2-inil)propano-1,3-

diamina 

 

 
 

 
3 

 
 
 
 
 
 

N1-(7-cloroquinolin-4-il)-N4-

(prop-2-inil)butano-1,4-diamina 

 

NCl
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H
N

NCl

HN N
H

NCl

HN

H
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4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
 
 

NCl
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N
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OH
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OCH3

O

NCl

HN
N

N

N

OH

OH

OCH3

O

N
H

NCl

HN N
N

N

OH

OH

OCH3

O

H
N

Metil 3β-(N-[(7-cloroquinolin-

4- il)amino] etilaminometil)-

1H-1,2,3-triazol-1-il)]       7α-

12α-diidroxi-5β-colano-24-

oato 

Metil 3β-(N-[(7-cloroquinolin-

4- il)amino] propilaminometil)-

1H-1,2,3-triazol-1-il)]          7α-

12α-diidroxi-5β-colano-24-

oato 

Metil 3β-(N-[(7- 

cloroquinolin-4- il)amino] 

butilaminometil)-1H-1,2,3-

triazol-1-il)]          7α-12α-

diidroxi-5β-colano-24-oato 

                            (continuação) 
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           Tabela 2: Estruturas químicas dos derivados da amodiaquina. 

Composto Estrutura Química Nome do Composto 

 

 

7 

 

 

(E)-5-((2-(7-cloroquinolin-4-

il)hidrazono)metil)furan-2-

carbaldeido 

 

 

8 

 

 

(E)-7-cloro-4-(2-((5-

nitrofuran-2-

il)metileno)hidrazinil) 

quinolina 

 

 

9 

 

 

(E)-7-cloro-4-(2-(tiofen-2-
il)metileno)hidrazinil) 
quinolina 

 

 

10 

 

 

(E)-7-cloro-4-(2-((5-

nitrotiophen-2-

il)metileno)hidrazinil) 

quinolina 

 

 

11 

 

(E)-7-cloro-4-(2-1H-pirrol-2-

il)metileno)hidrazinil) 

quinolina 
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12 

 

(E)-7-cloro-4-(2-(1H-

imidazol-2-

il)metileno)hidrazinil) 

quinolina 

 

13 

 

 

(E)-7-cloro-4-(2-(piridin-2- 

il)metileno)hidrazinil) 

quinolina 

  

 

14 

 

(E)-7-cloro-4-(2-(piridin-3-

il)metileno)hidrazinil) 

quinolina 

 

 

15 

 

 

(E)-7-cloro-4-(2-(piridin-4-

il)metileno)hidrazinil) 

quinolina 

 

 

 

 
 
 3.2 CULTIVO DOS PARASITOS 
 

 

As formas promastigotas de L.amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8) foram 

mantidas em meio Warren (Infusão de coração e cérebro-BHI), suplementado com 

hemina (Sigma, USA) e ácido fólico (Sigma, USA). Formas promastigotas de L. 

(continuação) 



41 

 

major (MRHO/SU/59/P) e L. braziliensis (MHOM/Br/75/M2903) foram cultivadas em 

meio BHI (Infusão de coração e cérebro) (Himédia, Índia), suplementado com L-

glutamina (Vetec, Brasil). Todas as culturas foram suplementadas com 10% de soro 

bovino fetal (SBF, Cultilab, Brasil), 10% de urina humana estéril como fonte de 

hipoxantina (PACIENZA-LIMA, 2012), 100 µg/mL de estreptomicina associada a 100 

UI/mL de penicilina (Cultilab, Brasil) e mantidas em estufa a 25ºC. Os parasitos 

foram constantemente isolados a partir de lesão de camundongos e os 

promastigotas foram mantidos em cultura axênica em estufa a 25ºC. Repiques foram 

realizados em intervalos de três a quatro dias, até o máximo de quinze passagens 

para evitar perda da infectividade.  

 

 

3.3 INFECÇÃO DE CAMUNDONGOS COM L. braziliensis, L. amazonensis E L. 
major 
 

 

No sentido de manter a infectividade das cepas, promastigotas em fase 

estacionária de crescimento, foram obtidas em meio de cultura e contadas em 

câmara de Neubauer. O inóculo de 2x106 promastigotas de L. major e L. 

amazonensis foi injetado por via subcutânea no coxim plantar de camundongos 

BALB/c com idade aproximada entre 6 a 8 semanas. Pelas dificuldades em se ter 

sucesso no desenvolvimento de lesão na pata em infecções por L. braziliensis, 

utilizou-se o modelo de infecção na orelha que melhor mimetiza a infecção natural 

pela espécie (DE MOURA, 2005). O inóculo de 10x106 promastigotas de L. 

braziliensis em fase estacionária foi injetado por via intradérmica na orelha de 

camundongos BALB/c com idade aproximada entre 6 a 8 semanas. Formas 

amastigotas foram isoladas por aspiração na pata infectada no segundo mês de 

infecção para as espécies L. amazonensis e L. major e na orelha infectada no 

terceiro mês de infecção para L. braziliensis. Ambas foram adicionadas em frasco de 

cultivo celular de 25 cm2 contendo meio de cultura específico para a espécie de 

Leishmania, suplementado com 20% de SBF e mantidas em estufa a 25°C. Após 24 
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horas, as formas promastigotas começaram a surgir na cultura e foram mantidas 

viáveis através de repiques em intervalos de três a quatro dias. 

 
 
3.4 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS EM PROMASTIGOTAS 
DE Leishmania 
 

  

Os ensaios antipromastigotas foram realizados pelo método do 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazólico ou MTT (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, 

USA) que consiste em um ensaio colorimétrico no qual o sal tetrazolium de cor 

amarela e solúvel em água é convertido em formazan, produto insolúvel e de cor lilás 

pela atividade das desidrogenases mitocondriais das células vivas, tornando-se 

posteriormente solúvel com a adição de solução de isopropanol/ácido clorídrico 

(MOSMMAN, 1983). Formas promastigotas na fase logarítmica da curva de 

crescimento foram contadas em câmara de Neubauer e incubadas em placas de 

cultura de 96 poços em estufa a 25ºC na concentração de 2x106 células/mL para L. 

amazonensis e 3x106 células/mL para L. major e L. braziliensis. Os compostos foram 

adicionados em concentrações seriadas, após sucessivas diluições em 

dimetilsulfóxido (DMSO obtido da Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) e água 

deionizada. Em alguns poços não houve adição de compostos (controle negativo), os 

quais permaneceram incubados com meio de cultura. Após 72 horas de incubação 

em estufa a 25oC, a motilidade e morfologia dos promastigotas foram avaliadas sob 

microscópio ótico invertido e, na seqüência, adicionou-se 10 L de MTT à 5mg/mL em 

cada poço e a placa permaneceu incubada por mais quatro horas sob as mesmas 

condições. A reação foi interrompida pela adição de 100 L de isopropanol/ácido 

clorídrico (solução de isopropanol/HCl a 0,4%) e o material dissolvido foi lido em 

espectrofotômetro de microplacas a 570 nm (Multiskan EX-Thermo Electron 

Corporation, Vantaa, Finlândia). Os resultados foram expressos em porcentagem de 

inibição em relação ao controle. A partir do teste de viabilidade celular foi determinada 

a concentração inibitória (CI50) para cada composto que representa a concentração 

molar que inibe 50% do crescimento parasitário. Os valores de CI50 foram estimados a 

partir dos valores médios de três experimentos independentes, realizados em 
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duplicata, por interpolação gráfica, utilizando-se os programas estatísticos Grafit 5 

(Erithacus Software Ltd., Horley, U.K) e Probit (FINNEY, 1978). Anfotericina B 

(Cristália-Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Brasil) e Miltefosina (Cayman 

Chemical Company, Michigan, USA) foram utilizados como fármacos de referência e 

controles positivos. Amodiaquina foi adquirida comercialmente da Ellipse 

Pharmaceuticals (Pessac, França). 

 

3.5 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS EM CÉLULAS DE 
MAMÍFEROS 
 

 

Camundongos BALB/c foram previamente estimulados com 2 mL de meio 

tioglicolato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 3% estéril. Após 72 horas, os 

animais foram sacrificados e 5 mL de meio 199 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

foi injetado no peritônio dos camundongos. Após massagem do local e aspiração do 

meio 199 contendo as células residentes do peritônio, as células foram centrifugadas 

por 10 minutos a 1000 rpm (centrífuga clínica, FANEM Mod. 204N). O sobrenadante 

foi descartado e o precipitado ressuspendido em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA), sendo retirada uma alíquota para a contagem em câmara de 

Neubauer. Em seguida, adicionou-se 100 L de uma suspensão de 2x106 células/mL 

em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SBF em cada poço da placa de 96 

poços que permaneceu por 16 horas em estufa com 5% de CO2 a 37ºC para a 

adesão dos macrófagos na placa. Posteriormente, cada poço foi lavado com 100 µL 

de PBS estéril para retirada das células não aderidas; adicionou-se meio RPMI-1640 

contendo 10% SBF e, na seqüencia, foram realizadas diluições seriadas dos 

compostos, utilizando-se a concentração máxima de 200 µM. As células foram 

incubadas em estufa a 37ºC com 5% de CO2. Após 72 horas de tratamento, a 

viabilidade dos macrófagos foi determinada pela adição de 10 L de MTT 

(MOSSMAM, 1983) a 5 mg/mL e confirmada pela comparação da morfologia dos 

macrófagos tratados com o grupo controle não-tratado, via microscópio óptico 

invertido (NIKON Eclipse TS100). Após 2 horas, a reação foi interrompida pela adição 

100L de isopropanol/ácido clorídrico (solução de isopropanol/HCl a 0,4%) e lida em 
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espectrofotômetro de microplacas a 570 nm (Multiskan EX-Thermo Electron 

Corporation, Vantaa, Finlândia). Cada concentração dos compostos foi avaliada em 

duplicata. Em alguns poços não houve adição de compostos (controle negativo), os 

quais foram plaqueados com 100 µL de meio RPMI-1640 suplementado com 10% 

SBF. A concentração do composto que reduziu 50% da viabilidade dos macrófagos 

em comparação com o controle sem tratamento (CC50) foi calculada pelo programa 

estatístico Probit considerando a média de dois experimentos independentes 

realizados em duplicata.  

 

 

3.6 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS EM AMASTIGOTAS 
INTRACELULARES DE Leishmania 
 

 

Os ensaios antiamastigota foram realizados com macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c obtidos como descrito no item 3.5 e infectados com L. major para 

os compostos derivados 4-AMQ e L. braziliensis para os derivados da AQ. Em cada 

poço da placa de 24 poços contendo lamínulas de vidro (13 mm de diâmetro), 

adicionou-se 300 L de uma suspensão de 2x106 células/mL em meio RPMI-1640 

contendo 10% SBF. A placa foi incubada em estufa a 37ºC com 5% de CO2 durante 

16 horas para a adesão dos macrófagos. Posteriormente, as células foram lavadas 

com 300 µL de PBS estéril para retirada das células não aderidas e adicionou-se em 

cada poço 300 L de uma suspensão de 20x106 promastigotas em fase 

estacionária/mL em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SBF. Após um 

período de 4 horas de interação em estufa a 33ºC com 5% CO2, cada poço foi 

lavado seis vezes com 300 µL de PBS estéril para retirada dos promastigotas não 

fagocitados. Os compostos a serem testados foram adicionados em diferentes 

concentrações e após 72 horas de tratamento em estufa a 33ºC com 5% de CO2, as 

células foram fixadas com etanol absoluto, submetidas à desidratação em soluções 

contendo acetona e xilol em diferentes proporções (primeiro acetona pura, na 

sequencia 90% acetona/10% xilol, 50% acetona/50% xilol, 90% xilol/10% acetona e por 

último xilol puro) e coradas com Giemsa. Ao final, as lamínulas foram montadas com 
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bálsamo do Canadá sobre lâmina de vidro e analisadas em microscópio. A carga 

parasitária global foi avaliada pela contagem por microscopia de luz (OPYMPUS 

BX41) do número de amastigotas intracelulares e macrófagos infectados e não-

infectados (total de 100 células infectadas). Os resultados foram expressos de duas 

maneiras: 

1) A partir da carga parasitária global foi determinada a concentração 

necessária para inibir 50% do crescimento parasitário (CI50) por 

extrapolação gráfica da curva dose-resposta. A análise foi realizada pelo 

programa estatístico Probit que considerou a média de dois experimentos 

independentes realizados em duplicata. Anfotericina B e miltefosina foram 

utilizadas como fármacos de referência e controles positivos.  

2) % de inibição do Número de amastigotas/macrófagos: Foi obtido dividindo-

se o número de amastigotas por macrófagos (total de 100 células 

infectadas) e calculado o efeito do tratamento em relação ao controle. Os 

dados foram demonstrados em % de inibição. 

 

 

3.7 ÍNDICE DE SELETIVIDADE E ÍNDICE DE ESPECIFICIDADE DOS 

COMPOSTOS 

 

 

O índice de seletividade (IS) determina a relação entre citotoxicidade dos 

compostos para células de mamíferos e sua atividade leishmanicida. Foi calculado a 

partir da razão entre a citotoxicidade para macrófagos (CC50) e a atividade contra 

promastigotas e amastigotas (CI50). Valores de IS>1,0 indicam que o composto foi 

mais tóxico para o parasito em relação à célula hospedeira. Valores de IS<1,0 

demonstram toxicidade do composto para macrófagos (TEMPONE, DE OLIVEIRA, 

BERLINCK, 2011).   

O índice de especifidade (IE) estabelece a especificidade dos compostos para 

as formas promastigotas e amastigotas. Foi calculado pela razão entre o CI50 em 

promastigota e o CI50 em amastigota. Valores de IE> 2,0 indicam que o composto foi 
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mais ativo para amastigotas. Valores de IE inferiores a 0,4 sugerem que o composto foi 

mais efetivo em promastigota.  Compostos com valores de IE entre 0,4 e 2,0 foram 

considerados ativos para ambos os estágios (DE MUYLDER et al., 2011). 

 
 
 
 
3.8 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
 

 

Camundongos da linhagem BALB/c foram obtidos do Centro de Biologia da 

Reprodução (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Todos os 

protocolos utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA) da UFJF (Protocolos Nº 059/2011, 060/2011, 

015/2012 e 017/2012). 

 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

 

Os valores de CI50 para os derivados 4-AMQ obtidos nos ensaios 

antipromastigota foram determinados graficamente a partir de uma curva de 

regressão não linear, estabelecendo o nível em alfa em 5% (p=0,05) e o intervalo de 

confiança em 95% utilizando o programa GraFit  versão 5 (Erithacus Software Ltd., 

Horley, U.K). Para os derivados da AQ, os valores de CI50 obtidos nos ensaios 

antipromastigota foram calculados por extrapolação gráfica da curva dose-resposta 

por análise pelo programa estatístico Probit (FINNEY, 1978), o qual utilizou o 

método proposto por Litchtfiet e Wilcoxon, considerando a média de dois 

experimentos independentes realizados em duplicata.  

Para os ensaios antiamastigotas e de citotoxicidade em macrófagos, os 

valores de CI50 e CC50, respectivamente, foram determinados pelo programa 

estatístico Probit. Para os resultados de % de inibição do número de 

amastigotas/macrófago infectado, as análises estatísticas foram realizadas pelo 
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programa Graph Pad Prism. Os dados foram comparados por análise de variância 

teste One-way-ANOVA com pós-teste de Dunnett. Valores de P menores que 0,0001 

(***), 0,001 (**) e 0,01 (*) foram considerados estatisticamente significativos. 
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4 RESULTADOS 
 

 

Para facilitar a apresentação dos resultados, os mesmos foram divididos em 

dois subitens: no primeiro serão apresentados os resultados referentes a derivados 

4-aminoquinolínicos (4-AMQ) conjugados a esteroide. Compostos 4-AMQ foram 

previamente sintetizados e testados quanto à atividade leishmanicida (CARMO et al. 

2011). No intuito de dar continuidade aos estudos com esta classe de derivados, 

foram sintetizados compostos híbridos de 4-aminoquinolinas conjugados a esteroide 

(ácido cólico), na tentativa de potencializar o efeito leishmanicida anteriormente 

observado. Os resultados obtidos foram publicados no Organic and Medicinal 

Chemistry Letters (apêndice A). No segundo subitem serão apresentados os 

resultados referentes aos compostos sintéticos derivados da amodiaquina (AQ) 

cujos resultados foram publicados no Chemical Biology and Drug Design (apêndice 

B). 

 

 

4.1 COMPOSTOS SINTÉTICOS 4- AMINOQUINOLINAS E HÍBRIDOS COM 
ESTEROIDE 

 

 

 A atividade dos compostos foi testada em formas promastigotas de três 

espécies de Leishmania: L. amazonensis, L. braziliensis e L. major relacionadas 

principalmente a manifestações tegumentares (GOTO; LINDOSO, 2010). A atividade 

foi avaliada após 72 horas de tratamento com os compostos, através do método 

colorimétrico do MTT.  

A Tabela 3 mostra a atividade antipromastigota dos derivados de 4-AMQ e 

seus híbridos com esteroide. Dentre as espécies testadas, L. major mostrou maior 

sensibilidade aos compostos relacionados. Destes, cinco apresentaram atividade 

antipromastigota, tendo sido observado uma nítida relação estrutura atividade. Em 

relação aos derivados de 4-AMQ, observou-se que a adição de grupamento metílico 
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(n) à cadeia carbônica lateral entre as aminas resultou num decréscimo da atividade 

leishmanicida, haja vista que os valores de CI50 apresentados foram 20,6 e 45,0 M 

para os compostos 1 (n=2) e 2 (n=3), respectivamente, sendo que o composto 3 

(n=4) não apresentou atividade na concentração máxima testada (87 µM).  

Na sequência, testou-se a atividade dos híbridos de 4-AMQ com esteroide e, 

em comparação com os precursores, verificou-se que a adição de esteroide 

potencializou a ação leishmanicida. Nesta série, observou-se também maior 

sensibilidade de L. major para estes compostos. Igualmente aos resultados obtidos 

com os precursores 4-AMQ, a adição de grupamento metílico (n) à cadeia lateral 

resultou em redução da atividade leishmanicida de modo que a atividade dos 

compostos apresentou-se da seguinte maneira: CI50 de 10,6; 21,2 e 25,6 M para os 

compostos 4 (n=2), 5(n=3) e 6 (n=4), respectivamente.  

Miltefosina e anfotericina B foram utilizadas como controles positivos e vale a 

pena ressaltar que o composto 4, o mais ativo da série em L. major, mostrou 

atividade mais expressiva do que a miltefosina (CI50 de 20,0 M). É importante 

também acrescentar que o esteroide sozinho (ácido cólico) não possui atividade 

antipromastigota efetiva (CI50>87,0 M).  
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Tabela 3: Valores de CI50 (µM) dos derivados de 4-aminoquinolinas e híbridos com 
esteroide em promastigotas de diferentes espécies de Leishmania. 

   Compostos       Estrutura L. a.(1) L. m.(2) L. b.(3) 

 

1* 

  
>87,0 

 
20,6 ± 0,9 

 
35,9 ± 2,5 

 

2* 

  
>87,0 

 
45,0 ± 0,8 

 
>87,0 

 

3* 

  
>87,0 

 
>87,0 

 
>87,0 

 

4 

  
 

37,0 ± 0,2 

 
 

10,6 ± 1,6 

 
 

>87,0 

 

 

5 

  
 
 

>87,0 

 
 

 
21,2 ± 0,01 

 
 
 

>87,0 

 

 

6 

  
 
 

>87,0 

 
 
 

25,6 ± 2,9 

 
 
 

13,0 ± 2,4 

 

 

Ácido Cólico 
HO

H

OH

OH

H

OH

O

 

 
 
 

>87,0 

 
 
 

>87,0 

 
 
 

>87,0 

 

AmB 

 

 
 
0,1 ± 0,02 
 

  

 
 

0,07 ± 0,02 

 
 

0,3 ± 0,04 

Miltefosina 

 

22,0 ± 0,5 20,0 ±0,2 26,4 ± 0,4 

*Resultados obtidos em nosso laboratório, os quais fizeram parte de publicação anterior (CARMO et 
al., 2011) e utilizados apenas para comparação.   
L.a.

(1)
=L. amazonensis; L.m.

(2)
=L. major; L.b.

(3)
=L. braziliensis  

Ácido cólico: esteroide usado na síntese dos compostos híbridos de 4-aminoquinolinas com 
esteroide.  
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como fármacos de referência. 
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Para verificar a citotoxicidade em macrófagos, as células foram tratadas com 

diferentes concentrações dos compostos por 72 horas e a viabilidade celular foi 

avaliada pelo método colorimétrico do MTT. Como pode ser observado na Tabela 4, 

nenhum dos derivados de 4-AMQ (compostos 1, 2 e 3) apresentou efeitos tóxicos 

sobre as células de mamíferos na máxima concentração testada (100 µM). Em 

contrapartida, a reação de adição do ácido cólico aos derivados de 4-AMQ resultou 

em toxidez para macrófagos quando comparados a miltefosina e anfotericina B. 

Observou-se uma correlação direta entre o número de grupamentos metílicos (n) na 

cadeia carbônica lateral e os efeitos tóxicos sobre os macrófagos, com CC50 

variando de 15,2 (n=2), 19,7 (n=3) e 37,1 µM (n=4) para os compostos 4, 5 e 6, 

respectivamente.  

 

 

Tabela 4: Citotoxicidade dos derivados de 4-aminoquinolinas e híbridos com esteroide em 
macrófagos. 

 
                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     a
I.C.=Intervalo de Confiança calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon. 

AmB (Anfotericina B) e miltefosina utilizados como fármacos de referência. 

 

No intuito de avaliar a seletividade dos compostos entre macrófagos e 

promastigotas de Leishmania, foi calculado o Índice de Seletividade (IS), como descrito 

em material e métodos. Valores para IS maiores do que 1,0 indicam que o composto 

Compostos Macrófagos 

CC50 (μM) 

(95% I.C.)a 

1 >100,0 

2 >100,0 

3 >100,0 

4 15,2 (13,0-17,8) 

5 19,7 (16,6-23,5) 

6 37,1 (30,8-44,7) 

Ácido Cólico >100,0 

AmB 122,7 (98,4-153,1) 

Miltefosina 99,8 (85,6-116,3) 
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foi mais tóxico para as formas promastigotas, enquanto valores abaixo de 1,0 

demonstram maior toxicidade do composto para macrófagos (TEMPONE, DE 

OLIVEIRA, BERLINCK, 2011). Como pode ser verificado na Tabela 5, os compostos 

1, 2 e 3 foram mais tóxicos para promastigotas de todas as espécies de Leishmania, 

com IS acima de 1,0. Em relação aos compostos 4, 5 e 6 houve variações na 

seletividade entre as diferentes espécies de Leishmania, sendo que todos os 

compostos foram mais tóxicos apenas para promastigotas de L. major.  

 

 

Tabela 5: Seletividade dos derivados de 4-aminoquinolinas e híbridos com esteroide para 
promastigotas de diferentes espécies de Leishmania. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

    

*I.S.=Índice de Seletividade foi calculado pela razão entre CC50 para macrófagos e CI50 para 
promastigotas. 
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como fármacos de referência. 
 

 

 

 

 

 

Compostos I.S.* 

L.amazonensis 

I.S.* 

L.major 

I.S.* 

L.braziliensis 

1 - >4,8 >2,8 

2 - >2,2 - 

3 - - - 

4 0,4 1,4 <0,2 

5 <0,2 1,0 <0,2 

6 <0,4 1,4 2,8 

 Ácido Cólico - - - 

AmB 1227,0 1752,8 409,0 

Miltefosina 4,5 5,0 3,8 
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Para os ensaios de atividade nas formas intracelulares de Leishmania foi 

escolhida a espécie L. major, pelo fato de ter sido a espécie com resultados mais 

expressivos no ensaio antipromastigota e, além disto, com valores de IS acima de 

1,0 para todos os compostos. O efeito dos compostos foi analisado após 72 horas 

de tratamento, como descrito no material e métodos. Foi observada uma excelente 

taxa de infecção com aproximadamente 82% das células do controle infectadas e 

obtendo-se, em média, nove amastigotas por macrófago infectado. Dentre os sete 

compostos testados, três exibiram valores de CI50 menores que 5 µM, sendo mais 

efetivos que a miltefosina cujo CI50 foi de 6,2 µM (Tabela 6). Diferentemente do que foi 

verificado nos ensaios em promastigotas e em macrófagos, a adição de grupamento 

metílico (n) na cadeia carbônica lateral resultou em aumento da atividade 

antiamastigota. Os compostos 5 e 6, híbridos com esteroide, foram os mais ativos com 

CI50 de 2,9 e 1,9 µM, respectivamente. O ácido cólico não foi ativo até a máxima 

concentração testada (50 µM).  

 

 

Tabela 6: Atividade antiamastigota em L. major dos derivados de 4-aminoquinolinas e 
híbridos com esteroide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              a
I.C.=Intervalo de Confiança calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon. 

                             AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como fármacos de referência.  

 

 

Compostos CI50 (μM) 

(95% I.C.)a 

1 14,7 (7,7-28,1) 

2 9,5 (8,5-10,7) 

3 4,8 (3,9-5,9) 

4 >15,0 

5 2,9 (2,3-3,7) 

6 1,9 (1,3-2,8) 

Ácido Cólico >50,0 

AmB 0,06 (0,05-0,08) 

Miltefosina 6,2 (4,9-7,8) 
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Quando comparado ao controle, foi verificado também que após 72 horas de 

tratamento com os compostos 4-AMQ e híbridos esteroides houve redução 

estatisticamente significativa do número de amastigotas/macrófagos para todos os 

compostos avaliados (Figura 5).  Contudo, esta atividade foi mais significativa para os 

híbridos com esteroide (compostos 4, 5 e 6). O composto 4, por exemplo, reduziu em 

torno de 32% o número de amastigotas na concentração de 15 µM enquanto que o 

precursor 1 para esta mesma concentração reduziu apenas 13%. Os compostos 5 e 6 

foram os que tiveram uma atividade ainda mais significativa, de modo que o tratamento 

com o composto 5 na concentração de 15 µM resultou em uma redução nestas formas 

intracelulares de cerca de 79%. Em contrapartida, o seu precursor 2 inibiu apenas 32% 

para esta mesma concentração. Da mesma forma, o composto 6 quando testado na 

concentração de 15 µM inibiu o número de amastigotas em torno de 78%, sendo que o 

precursor 3 reduziu em aproximadamente 51% o número de amastigotas intracelulares 

na concentração de 15 µM. 
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Figura 5: Atividade dos derivados de 4-aminoquinolinas (compostos 1, 2 e 3) e híbridos com 
esteroide (compostos 4, 5 e 6) na redução do nº de amastigotas intracelulares de L. major/macrófago 
infectado. Resultados mostram a porcentagem de inibição em relação ao controle de macrófago 
infectado. Todos os resultados foram estatisticamente significativos (***p<0,0001). 
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A figura 6 ilustra a atividade antiamastigota dos compostos 5 e 6 na 

concentração de 5 µM (figuras 6B e C, respectivamente) que foram, entre os 

compostos testados, os mais ativos nas formas intracelulares de L. major quando 

comparados ao controle (figura 6A). Outro aspecto importante é que, observações 

das lâminas ao microscópio revelou que os compostos não induziram efeito tóxico 

aparente sobre a viabilidade dos macrófagos como arredondamento das células e 

perda de aderência dos macrófagos às lamínulas. 

 

 

  (A) 

 

           

                         (B)                                                                  (C) 

Figura 6: Fotomicrografia ilustrativa da atividade antiamastigota em L. major dos híbridos com 
esteroide após 72 horas de tratamento. (A) macrófagos infectados com L. major (controle), (B) 
macrófagos infectados e tratados com o composto 5 na concentração de 5 µM e (C) macrófagos 
infectados e tratados com o composto 6 na concentração de 5 µM. As setas em vermelho indicam as 
formas amastigotas de L. major. Aumento de 1000X. 
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Tendo em vista a significativa atividade antiamastigota em L. major, tentou-se 

verificar a seletividade dos compostos para amastigotas quando comparados a 

citotoxicidade em macrófagos. Através do Índice de Seletividade (IS), pode-se observar 

que, com exceção do composto 4, todos os outros exibiram valores de seletividade 

acima de 1,0 (Tabela 7). O composto 6 e seu precursor 3, por exemplo, foram cerca de 

19,5 e no mínimo 20,8, respectivamente, mais tóxicos para a forma intracelular do 

parasito. Portanto, é importante ressaltar que apesar dos híbridos com esteroide terem 

apresentado evidente toxicidade para macrófagos, a série se mostrou muito mais 

tóxica para a forma intracelular, o que demonstra uma ótima seletividade sobre o 

parasito. 

 

Tabela 7: Seletividade dos derivados de 4-aminoquinolinas e híbridos com esteroide em 
amastigotas de L. major. 

 

 
                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*
I.S.=Índice de Seletividade foi calculado pela razão entre CC50 para macrófagos e  CI50 para amastigota.  
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como fármacos de referência. 

 

 

 

 

 

 

 

Compostos I.S.* 

1 >6,8 

2 >10,5 

3 >20,8 

4 <1,0 

5  6,8 

6 19,5 

Ácido Cólico >2,0 

AmB 2.045,0 

Miltefosina 16,1 
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A tabela 8 fornece informações acerca da especificidade dos compostos para as 

formas intracelulares e extracelulares de L. major que foi calculada através do índice 

de especificidade (IE), razão entre o CI50 em promastigota e o CI50 em amastigota de L. 

major. Dentre os seis derivados de 4-AMQ avaliados, os compostos 3 e 6 

apresentaram os maiores valores de IE (>18,1 e 13,5 vezes, respectivamente).  

 
 
Tabela 8: Especificidade dos derivados de 4-aminoquinolinas e híbridos com esteroide para 
as formas evolutivas de L.major. 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a
I.E.=Índice de especificidade foi calculado pela razão entre o CI50 para promastigota e o CI50 para 

amastigota intracelular. 
b
Valores de IE>2,0 indicam que o composto foi mais ativo para amastigotas; inferiores a 0,4 foi mais ativo 

em promastigota e entre 0,4 e 2,0 ativos para ambos os estágios (DE MUYLDER et al., 2011). 
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como fármacos de referência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compostos I.E.a (forma biológica do parasito 

de atuação do composto)b 

1 1,4 (promastigota e amastigota) 

2 4,7 (amastigota) 

3 >18,1 (amastigota) 

4 <0,7 (promastigota e amastigota) 

5 7,3 (amastigota) 

6 13,5 (amastigota) 

Ácido Cólico - 

AmB 1,4 (promastigota e amastigota) 

Miltefosina 3,2 (amastigota) 
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Numa comparação entre a estrutura química dos compostos versus atividade 

em L. major foi possível observar que, no geral, a introdução do grupamento esteroide 

(compostos 4, 5 e 6) aos derivados 4-AMQ (compostos 1, 2 e 3) levou ao expressivo 

aumento da atividade tanto em promastigotas quanto nas formas intracelulares do 

parasito (Figura 7).  
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Figura 7: Atividades antipromastigota e antiamastigota comparativas em L. major entre os derivados 
de 4-aminoquinolinas (compostos 1, 2 e 3) e híbridos com esteroide (compostos 4, 5 e 6).  
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4.2 COMPOSTOS SINTÉTICOS DERIVADOS HETEROAROMÁTICOS DA 

AMODIAQUINA (AQ) 

 

 

Foram testados nove compostos, os quais foram denominados derivados 

heteroaromáticos da AQ com anel de cinco membros (7-12) e derivados 

heteroaromáticos da AQ com anel de seis membros (13-15).  

A atividade leishmanicida dos derivados da AQ foi inicialmente avaliada em 

formas promastigotas de três espécies de Leishmania relacionadas a manifestações 

tegumentares (Tabela 9). Como pode ser verificado, os compostos 8, 9, 10 e 11 

exibiram um amplo espectro de atividade, com valores de CI50 mais baixo do que a 

miltefosina para todas as espécies avaliadas. Os compostos 12, 13, 14 e 15 não 

tiveram atividade em nenhuma das espécies, até a máxima concentração testada 

(200 µM). 

Dentre as espécies de Leishmania sp testadas, promastigotas de L. 

braziliensis mostrou maior sensibilidade aos compostos avaliados. Destes, cinco 

foram ativos, sendo o composto 9 o mais ativo com CI50 de 1,5 µM e o composto 7 o 

menos ativo apresentando um CI50 de 25,4 µM.  

Comparando-se os derivados heteroaromáticos de cinco membros que foram 

ativos (7-12), observa-se que a presença do átomo de enxofre resultou em um 

composto (9) com melhor atividade que o derivado oxigenado (7). No entanto, a 

introdução do grupamento nitro na posição Z dos derivados 7 e 9 foi vantajosa 

somente para o derivado nitrofurano (8), uma vez que o precursor tiofeno (9) foi 

ainda mais ativo que o seu derivado nitrotiofeno (10). Além disto, a introdução do 

átomo de nitrogênio no anel de cinco membros, também resultou em um derivado 

(11) com expressiva atividade nas três espécies analisadas com CI50 de 10,7; 2,9 e 

3,1 µM (L. amazonensis, L. braziliensis e L. major, respectivamente). Contudo, a 

presença de um segundo átomo de nitrogênio no anel de cinco membros originou 

um composto (12) sem atividade para todas as espécies avaliadas. Nenhum dos 

derivados heteroaromáticos com anel de seis membros (compostos 13, 14 e 15) 

exibiu atividade antipromastigota para as três espécies de Leishmania sp estudadas. 
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Tabela 9: Valores de CI50 (µM) dos derivados heteroaromáticos da amodiaquina em 
promastigotas de diferentes espécies de Leishmania. 

 
 
 
 
 

Compostos X Y     Z  L. amazonensis L. braziliensis       L. major 

7 O CH H >200,0 25,4 (21,2-30,1)   125,3 (92,9-169,0) 

8 O CH NO2 7,6 (6,4-9,1) 4,8 (3,8-6,0) 1,9 (1,5-2,4) 

9 S CH H 10,3 (8,8-12,1) 1,5 (1,2-1,7) 1,7 (1,4-2,1) 

10 S CH NO2 28,0 (22,2-35,2) 6,8 (5,4-8,7) 6,9 (5,9-8,0) 

11 NH CH H 10,7 (9,5-12,1) 2,9 (2,6-3,3) 3,1 (1,9-2,5) 

12 NH N H >200,0 >200,0 >200,0 

13 N CH CH >200,0 >200,0 >200,0 

14  CH N CH >200,0 >200,0 >200,0 

15  CH CH N >200,0 >200,0 >200,0 

AQ    49,4 (41,3-59,3) 17,7 (15,2-20,8) 59,6 (50,9-70,0) 

AmB    0,11 (0,09-0,12)  0,12 (0,09-0,14) 0,10 (0,09-0,11) 

Miltefosina    34,6 (30,7-55,7)    25,5 (22,1-29,7) 21,6 (18,6-24,8) 

Os valores entre parênteses correspondem ao intervalo de confiança calculado pelo método de 
Litchtfiet e Wilcoxon. 
AQ=Amodiaquina 
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como fármacos de referência.  
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Em relação à citotoxicidade dos derivados heteroaromáticos da AQ em 

macrófagos, somente os compostos 9, 10 e 11 foram mais tóxicos do que os 

fármacos de referência AQ, miltefosina e anfotericina B que apresentaram CC50 de 

58,7; 99,8 e 122,7 µM, respectivamente. Todos os demais compostos exibiram 

valores de CC50 superiores a 200 µM (Tabela 10).  

 Analisando-se a relação entre a estrutura química e a citotoxicidade dos 

compostos, foi possível observar que a presença do átomo de enxofre na posição X 

(compostos 9 e 10) pode estar associada a efeitos tóxicos para macrófagos. Desta 

forma, os compostos 9 e 10 foram os mais tóxicos da série com CC50 de 11,8 e 28,2 

µM, respectivamente. Demais substituições resultaram na redução do efeito tóxico 

observado nos compostos 9 e 10.  
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Tabela 10: Citotoxicidade dos derivados heteroaromáticos da amodiaquina em 
macrófagos. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Compostos X Y Z CC50 (μM) 

(95% I.C.)a 

7  O CH H >200,0 

8 O CH NO2 >200,0 

9 S CH H       11,8 (7,6-17,7) 

10 S CH NO2    28,2 (14,7-54,4) 

11 NH CH H    36,9 (19,2-70,5) 

12 NH  N H >200,0 

13 N CH CH >200,0 

14  CH N CH >200,0 

15  CH CH N >200,0 

AQ        58,7 (50,3-68,3) 

AmB       122,7 (98,4-153,1) 

Miltefosina        99,8 (85,6-116,3) 

                                 a
I.C.=Intervalo de Confiança calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon. 

                    AQ=Amodiaquina. 
                    AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como fármacos de referência. 
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No que se refere à seletividade dos derivados heteroaromáticos da AQ, pode-

se verificar que todos os compostos foram mais tóxicos para promastigotas de todas 

as espécies de Leishmania sp avaliadas, com IS superiores a 1,0 (Tabela 11). Além 

disto, os compostos 9, 10 e 11 apesar de terem apresentado toxidez para 

macrófagos, com CC50 inferiores a 40 µM, os mesmos mostraram valores de IS 

superiores a 1,0 para promastigotas das três espécies de Leishmania sp avaliadas, 

o que demonstra a seletividade para o estágio promastigota. No geral, na 

comparação entre os valores de IS para as diferentes espécies, pode-se verificar 

que promastigotas de L. braziliensis foram mais sensíveis aos efeitos tóxicos dos 

compostos exibindo os valores de IS mais elevados. 

 

 

Tabela 11: Seletividade dos derivados heteroaromáticos da amodiaquina para 
promastigotas de diferentes espécies de Leishmania. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
*
I.S.=Índice de Seletividade calculado pela razão entre CC50 para macrófagos e o CI50 para amastigota. 
AQ=Amodiaquina. 
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como fármacos de referência. 

 

 

Compostos I.S.* 

L.amazonensis 

I.S.* 

L.braziliensis 

I.S.* 

Lmajor 

7 >1,0 >7,9 >1,6 

8 >26,3 >41,7 >105,3 

9 1,1 7,9 6,9 

10 1,0 4,2 4,1 

11 3,4 12,7 11,9 

12 - - - 

13 - - - 

14 - - - 

15 - - - 

AQ 1,2 3,3 1,0 

AmB 1115,4 1022,5 1227,0 

Miltefosina 2,9 3,9 4,6 
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Os ensaios nas formas intracelulares de Leishmania foram realizados com a 

espécie L. braziliensis, pelo fato de ter sido a mais sensível aos compostos nos 

ensaios antipromastigotas. Além disto, todos os compostos apresentaram valores de 

IS superiores a 1,0 para esta espécie e, dentre os compostos que foram ativos em 

promastigotas de L. braziliensis, todos tiveram valores de CI50 menores do que a 

miltefosina. Foi observada uma eficiente taxa de infecção dos macrófagos com 

amastigotas de L. braziliensis, visto que o controle (sem adição dos compostos) 

apresentou aproximadamente 72% das células infectadas e, em média, cinco parasitos 

por célula infectada. 

Em relação à atividade antiamastigota dos compostos heteroaromáticos de AQ, 

dentre os nove derivados avaliados, seis apresentaram CI50 abaixo de 5 µM (Tabela 

12). Os derivados 7, 8 e 10 com substituições no anel de cinco membros foram os 

mais ativos com CI50 abaixo de 2 µM. A substituição com grupo nitro na posição Z 

(compostos 8 e 10) favorece a atividade leishmanicida, comprovada pela baixos 

valores de CI50. Convém ressaltar que o composto 8, o mais ativo da série (CI50 de 0,4 

µM), foi cerca de quatorze vezes mais efetivo do que a miltefosina e AQ (CI50 de 5,9 e 

5,6 µM, respectivamente). Dentre os derivados com substituições no anel de seis 

membros foi possível observar que a presença do grupo imina em diferentes posições 

(X, Y e Z) interfere na atividade leishmanicida como, por exemplo, na posição X 

resultou no composto menos ativo da série com CI50 de 103,5 µM. Outra consideração 

importante foi que seis dos compostos avaliados foram mais ativos em amastigotas do 

que a AQ e miltefosina. 
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Tabela 12: Atividade antiamastigota em L. braziliensis dos derivados 
heteroaromáticos da amodiaquina. 

            

Compostos X Y Z CI50 (μM) 

(95% I.C.)a 

7  O CH H 1,2 (0,8-1,9) 

8  O CH NO2 0,4 (0,2-0,7) 

9  S CH H 2,5 (1,8-3,4) 

10  S CH NO2 1,2 (0,8-1,6) 

11 NH CH H 2,4 (1,6-3,4) 

12 NH N H 27,1 (21,4-34,2) 

13 N CH CH 103,5 (75,3-142,3) 

14  CH N CH 3,5 (2,4-8,5) 

15  CH CH N 6,7 (3,0-14,8) 

AQ    5,6 (4,7-6,8) 

AmB    0,06 (0,05-0,08) 

Miltefosina    5,9 (5,0-7,1) 

                                   a
I.C.=Intervalo de Confiança calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon. 

                     AQ=Amodiaquina. 
        AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como fármacos de referência. 
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Analisando-se se atividade dos compostos quanto à redução do número de 

amastigotas/macrófagos, foi possível verificar que, para todos os compostos testados, 

houve uma redução estatisticamente significativa no número de amastigotas 

intracelulares após 72 horas de tratamento. Além disto, para a maioria dos compostos 

foi observado um efeito dose-dependente (Figura 8). O Composto 8 apresentou maior 

efeito sobre a redução do número de amastigotas visto que até mesmo em 

concentrações abaixo de micromolar (0,3 µM) inibiu em aproximadamente 48% o 

número de amastigotas intracelulares. Vale a pena destacar também a expressiva 

atividade do composto 14 que reduziu em 100% o número de amastigotas/macrófagos 

quando avaliado nas concentrações de 160, 80 e 30 µM. A miltefosina na 

concentração de 25 µM inibiu em somente 53% o número de amastigotas 

intracelulares. Dentre os derivados, o composto 13 foi o menos ativo reduzindo em 

apenas 42% o número amastigotas/macrófago infectado na mais alta concentração 

avaliada (160 µM). 
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Figura 8: Atividade dos derivados heteroaromáticos da amodiaquina na redução do nº de amastigotas 
intracelulares de L. braziliensis/macrófago infectado. Resultados mostram a porcentagem de inibição 
em relação ao controle de macrófago infectado. Todos os resultados foram estatisticamente 
significativos (***p<0,0001). 
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A figura 9 exibe resultados representativos da atividade em amastigotas 

intracelulares de L. braziliensis dos compostos 7, 8 e 10, os mais ativos da série com 

CI50 abaixo de 2 µM. Pode ser observado que macrófagos infectados e tratados com 

os compostos na concentração de 3 µM apresentaram tanto redução no número de 

amastigotas intracelulares quanto na porcentagem de macrófagos infectados, sem 

apresentar alterações típicas de toxicidade as quais podem ser observadas ao 

microscópio, como perda de adesão as lamínulas e arredondamento celular. 

 

         

             (A)                                                             (B) 

                   

                                (C)                                                               (D) 

Figura 9: Fotomicrografia ilustrativa da atividade antiamastigota de L. brazilensis dos derivados 
heteroaromáticos da amodiaquina após 72 horas de tratamento. (A) macrófagos infectados com L. 
braziliensis (controle), (B) macrófagos infectados e tratados com o composto 7 na concentração de 3 
µM, (C) macrófagos infectados e tratados com o composto 8 na concentração de 3 µM e (D) 
macrófagos infectados e tratados com o composto 10 na concentração de 3 µM. As setas em 
vermelho indicam as formas amastigotas de L. braziliensis. Aumento de 1000X. 
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Diante dos resultados obtidos nos ensaios antiamastigota em L. braziliensis, foi 

determinado o Índice de Seletividade (IS) no intuito de se verificar a seletividade dos 

compostos para amastigotas quando comparados a citotoxicidade em macrófagos. 

Analisando-se a tabela 13 pode-se verificar que todos os compostos apresentaram 

valores de IS superiores a 1,0. Os derivados 7, 8, 14 e 15 foram no mínimo 166,7; 

500,0; 57,1 e 29,8 vezes, respectivamente, mais tóxicos para amastigotas em relação 

a macrófagos.  

 

 

Tabela 13: Seletividade dos derivados heteroaromáticos da amodiaquina para 
amastigotas intracelulares de L. braziliensis. 

Compostos I.Sb 

7 >166,7 

8 >500,0 

9 4,7 

10 23,2 

11 15,4 

12 >7,4 

13 >1,9 

14 >57,1 

15 >29,8 

AQ 10,5 

AmB 2045,0 

Miltefosina 16,9 

 b
I.S.=Índice de seletividade calculado pela razão entre o CC50 para macrófagos e CI50 para amastigotas. 

 AQ=Amodiaquina 
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como fármacos de referência. 
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Em relação à especificidade dos compostos para as formas intracelulares e 

extracelulares de L. braziliensis, dentre os noves derivados avaliados, os compostos 

7, 8, 14 e 15 apresentaram os maiores valores de IE (21,2; 12,0; >57,1 e >29,8, 

respectivamente) (Tabela 14).  

 
 
 
 
Tabela 14: Especificidade dos derivados heteroaromáticos da amodiaquina para as formas 
evolutivas de L. braziliensis. 

Compostos IEa (forma biológica do parasito de 

atuação do composto)b 

7 21,2 (amastigota) 

8 12,0 (amastigota) 

9 0,6 (promastigota e amastigota) 

10 5,7 (amastigota) 

11 1,2 (promastigota e amastigota) 

12 >7,4 (amastigota) 

13 >1,9 (promastigota e amastigota) 

14 >57,1 (amastigota) 

15 >29,8 (amastigota) 

AQ 3,2 (amastigota) 

AmB 2,0 (promastigota e amastigota) 

Miltefosina 4,3 (amastigota) 

 a
IE=Índice de

 
especificidade foi calculado pela razão entre o CI50 para promastigota e CI50 para 

amastigota  intracelular. 
b
Valores de IE>2,0 indicam que o composto foi mais ativo para amastigota; inferiores a 0,4 foi mais ativo 

em promastigota e entre 0,4 e 2,0 ativos para ambos os estágios (DE MUYLDER et al., 2011). 
AQ=Amodiaquina 
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como fármacos de referência. 
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Numa comparação entre a atividade dos derivados heteroaromáticos da AQ 

em promastigotas e amastigotas de L. braziliensis pode-se inferir que, de modo 

geral, os compostos foram mais ativos para as formas intracelulares. A figura 10 

compara os valores de CI50 dos compostos que foram mais ativos em ambas as 

formas evolutivas de L. braziliensis.                                                      
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Figura 10: Atividades antipromastigota e antiamastigota comparativas em L. braziliensis de alguns 
derivados heteroaromáticos da amodiaquina.   
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5 DISCUSSÃO 
 

 

A atividade leishmanicida de todos os compostos testados neste trabalho foi 

inicialmente determinada em formas promastigotas de diferentes espécies de 

Leishmania. Ensaios com promastigotas apresentam-se como uma alternativa de 

baixo custo para a triagem inicial de compostos devido às dificuldades existentes na 

realização dos testes in vitro nas formas intracelulares (SIQUEIRA-NETO et al., 

2010; DE MUYLDER et al., 2011, TEMPONE; DE OLIVEIRA; BERLINK, 2011). A 

facilidade de manutenção dos promastigotas em cultura e a existência de ensaios de 

viabilidade precisos, rápidos, reprodutíveis e de baixo custo permitem a triagem de 

um elevado número de compostos (BUCKNER; WILSON, 2005; TEMPONE; DE 

OLIVEIRA; BERLINK, 2011). Entretanto, como promastigotas são as formas do 

parasito encontradas no inseto vetor, os mesmos não representam o melhor alvo na 

busca por fármacos leishmanicidas (CALLAHAN et al., 1997; FUMAROLA, SPINELI, 

BRANDONISIO, 2004; VERMEERSCH; 2009). Estudos já apontam para a falta de 

correlação entre a atividade de compostos testados axenicamente em cultura de 

promastigotas em relação aos testes em amastigotas intracelulares. Além disto, 

ensaios com promastigotas ocorrem na ausência de células imunes do hospedeiro, 

que são importantes para a ativação dos mecanismos microbicidas de eliminação do 

parasito (OSORIO et al., 2011). Outra desvantagem da triagem com promastigotas é 

a possibilidade de oxidação do substrato MTT na presença de determinados 

grupamentos químicos dos compostos, resultando em falso-negativos (TEMPONE; 

DE OLIVEIRA; BERLINCK, 2011). Apesar das desvantagens citadas, ensaios com 

promastigotas continuam sendo amplamente utilizados em diversas áreas, incluindo 

estudos acerca da biologia, genoma e bioquímica do parasito (SARDAR et al., 2013, 

imunologia e mecanismo de ação dos compostos (RIBEIRO, 2011). 

 Embora os ensaios realizados em amastigotas sejam mais difíceis de serem 

padronizados e com manipulação em vários dias, existe um consenso entre diversos 

autores sobre a necessidade de que os testes in vitro nas formas intracelulares de 

Leishmania sejam consideradas como padrão-ouro e que os testes com 

promastigotas sejam utilizados apenas como preliminares (VERMEERSCH et al., 
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2009; TEMPONE; DE OLIVEIRA; BERLINCK, 2011). Ensaios em amastigotas 

fornecem informações acerca da capacidade do composto de atingir em 

concentrações adequadas o vacúolo parasitóforo, mantendo seu efeito 

leishmanicida, permitindo também avaliar a atividade citotóxica do fármaco sobre a 

célula hospedeira (CHANG, 1980; MORISHIGE et al., 1995).  

 Em relação à atividade antipromastigota de Leishmania, observou-se que as 

diferentes espécies apresentaram variações de sensibilidade em todos os 

compostos testados. Dentre a série dos derivados de 4-AMQ, os compostos foram 

mais ativos em L. major, principalmente os híbridos com esteroide, se comparados a 

L. braziliensis e L. amazonensis (Tabela 3). Já a série dos derivados da AQ foi mais 

ativa em promastigotas de L. braziliensis (Tabela 9). Para ambas as séries, a 

espécie L. amazonensis foi a menos sensível. A diversidade de espécies associadas 

a infecções em humanos tem importante implicação no tratamento e as diferenças 

de sensibilidade entre cada espécie devem ser consideradas tanto na triagem in 

vitro quanto no estudo clínico (ESCOBAR et al., 2002; CROFT; OLLIARO, 2011).  

Em relação aos compostos 4-AMQ, foi interessante verificar que a conjugação 

com grupamento esteroide resultou em compostos com melhor atividade 

leishmanicida que os anteriormente publicados (CARMO et al. 2011). No geral, 

relacionando-se estrutura química versus atividade biológica pode se verificar que a 

conjugação de derivados de 4-AMQ ao grupo esteroide resultou em aumento 

significativo da atividade em ambas as formas promastigotas e amastigotas de L. 

major (Tabelas 3 e 6, respectivamente). Neste sentido, vale a pena ressaltar a ação 

dos compostos 5 e 6, híbridos de 4-AMQ com esteroide, os quais foram cerca de 

três vezes mais ativos em amastigotas de L. major do que seus precursores 2 e 3, 

respectivamente (Tabela 6). Em relação à citotoxicidade em macrófagos, os 

compostos 5 e 6 foram cerca de 7 e 19 vezes, respectivamente, mais tóxicos para 

amastigotas do que para macrófagos (Tabela 4). Estes compostos foram também 

mais ativos em amastigotas do que a miltefosina, primeiro fármaco oral para o 

tratamento da LV e principal avanço na terapia das leishmanioses nas últimas 

décadas (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).  

Assim, neste trabalho, demonstrou-se que a conjugação de dois grupos de 

grande importância e aplicação biológica como os derivados quinolínicos e 

derivados esteroidais como o ácido cólico, resultou numa série com atividade 
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leishmanicida mais expressiva do que seus precursores isolados. A associação de 

dois grupos farmacofóricos de diferentes moléculas numa mesma estrutura 

configura-se como uma importante estratégia para o desenvolvimento racional de 

novos fármacos (VIEGAS JUNIOR et al., 2009). A conjugação de grupamentos 

numa mesma molécula pode levar ao desenvolvimento de novas estruturas híbridas 

que mantém as características farmacológicas da molécula original e permite torná-

la mais ativa e direcionada para alvos específicos e, desta forma, aumentar sua 

atividade específica, minimizando seus efeitos adversos (SAADEH; MOSLEH; 

MUBARAK, 2009). 

Esta nova estratégia tem recebido diferentes denominações como 

“combinação de terapias”, “drogas híbridas” ou “ligantes direcionados para múltiplos 

alvos” (“Multi-target-directed ligants”, MTDLs). A respeito desses “híbridos”; a 

literatura descreve vários protótipos, com destaque para a combinação entre grupos 

ativos da cloroquina e da imipramina numa droga híbrida que apresentou resultados 

mais expressivos em P. falciparum do que as respectivas estruturas precursoras 

isoladas (MUSONDA et al., 2009). Saadeh e colaboradores (2009) também 

desenvolveram uma nova molécula híbrida resultante da combinação entre 

grupamentos farmacofóricos do metronidazol e da cloroquina com atividade 

antiparasitária ainda mais significativa se comparado aos fármacos isoladamente.   

Diversos estudos já estabeleceram que a membrana de Leishmania é 

formada por microdomínios lipídicos ricos em esteroide; o que abre perspectivas 

para a investigação do mecanismo de ação de compostos leishmanicidas (ALVES et 

al., 2003; BEHROUZI-FARDMOGHADAM et al., 2008). O processo de interação 

droga-membrana é um pré-requisito para a absorção do fármaco antes da molécula 

ativa atingir o alvo intracelular (SAINT-PIERRE-CHAZALET et al., 2009) e qualquer 

modificação na composição ou dinâmica da membrana exerce um impacto direto na 

interação droga-membrana, especialmente quando o fármaco necessita ser 

solubilizado pela bicamada lipídica antes de alcançar o alvo (MANZANO et al, 2011). 

Portanto, o aumento da lipofilicidade com a introdução do grupamento esteroide aos 

derivados 4-AMQ sugere um aumento da afinidade dos compostos pela membrana 

parasitária, resultando na ampliação da atividade leishmanicida. Além disto, 

derivados de esteroide tem sido utilizados como aceptores e carreadores de uma 

variedade de análogos, exibindo natureza anfifílica devido ao grupamento polar 
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situado em uma extremidade da molécula e ao radical metil de caráter hidrofóbico no 

outro extremo (PORE et al., 2006). 

Outro aspecto relevante é que a reação de conjugação obtida resultou na 

formação de um heterociclo triazólico de grande interesse, uma vez que são 

estáveis à degradação metabólica (PORE et al., 2006). Derivados triazólicos têm 

sido associados a diversas atividades farmacológicas, como antifúngica, 

antituberculose, antiviral, anti-hipertensiva, antiinflamatória, antidepressiva, 

antioxidante, antimalárica, dentre outras (KHARB; SHARMA, YAR, 2011). Destacam-

se também como fármacos de alta eficácia para o tratamento de doenças de grande 

impacto econômico e social, como HIV, câncer, Mal de Alzheimer e Mal de 

Parkinson (MELO et al., 2006). Resumindo, os híbridos de 4-AMQ com esteroide 

acumularam numa mesma estrutura química, três importantes grupos com amplo 

valor biológico, como os derivados quinolínicos, grupo esteroidal (derivado do ácido 

cólico) e triazol.  

Diversos trabalhos já descreveram a atividade leishmanicida de compostos 

relacionados ao fármaco antimalárico amodiaquina (AQ). Em 2004, De Mello e 

colaboradores, testaram a atividade de uma série de derivados estruturalmente 

relacionados à AQ em formas promastigotas de L. amazonensis, com o composto 

mais ativo exibindo um CI50 de 0,12 µM. Guglielmo e colaboradores (2009) também 

avaliaram a atividade de análogos da AQ em formas intracelulares de L. donovani e 

em P. falciparum, tendo a maioria dos compostos exibido expressivo perfil de 

atividade em ambos protozoários, sendo que o composto mais ativo em Leishmania 

apresentou CI50 de 1,9 µM. Nosso grupo recentemente demonstrou a atividade 

antipromastigota de uma série de análogos da AQ tendo o composto mais ativo 

exibido um CI50 de 2,4; 4,1; 4,0 e 19,1 µg/mL em L. amazonensis, L. braziliensis, L. 

chagasi e L. major, respectivamente, sendo mais efetivo do que a AQ e miltefosina 

(COIMBRA et al., 2011). Assim, não há dúvidas sobre a importância das 

propriedades biológicas da AQ, abrindo perspectivas interessantes para o estudo do 

potencial dos derivados da AQ não somente como agentes antimaláricos, mas 

também como leishmanicidas.  

Neste trabalho, derivados de AQ mostraram atividade em formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania sp (Tabelas 9 e 12, respectivamente). 

Em relação à atividade em amastigotas intracelulares de L. braziliensis, dentre os 
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nove compostos avaliados, seis foram mais ativos do que o protótipo AQ e 

miltefosina. Os ensaios nas formas intracelulares de Leishmania foram realizados 

em L. braziliensis, espécie de maior importância epidemiológica para a leishmaniose 

tegumentar no Brasil (COSTA et al., 2011). Este é o primeiro trabalho a descrever a 

atividade da AQ e de compostos estruturalmente relacionados ao fármaco em L. 

braziliensis.  

É interessante ressaltar que, embora a espécie L. braziliensis seja a mais 

prevalente nas Américas e o mais importante agente etiológico da LC e LCM no 

Brasil (ZAULI et al., 2012), modelos experimentais in vitro com esta espécie são 

normalmente mencionados pela dificuldade em se avaliar criteriosamente a eficácia 

de compostos. Isto decorre da baixa capacidade da espécie em infectar macrófagos; 

além do fato de que as células hospedeiras, quando infectadas, apresentam 

pequenos vacúolos parasitóforos contendo um ou poucos amastigotas por vacúolo 

(ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010). Espécies do subgênero Viannia caracterizam-se 

também pela baixa capacidade replicativa em meios de cultura axênicos se 

comparados a outros subgêneros (SOARES et al., 2005). Ensaios preliminares 

realizados em nosso laboratório (dados não mostrados) nos levaram a estabelecer a 

taxa de 10:1 para infecção e avaliação da atividade dos compostos nas formas 

intracelulares de L. braziliensis, uma vez que com esta razão (parasitos/macrófago) 

foi possível obter, em média, cinco amastigotas por célula infectada com 

aproximadamente 72% das células infectadas após 72 horas da infecção. 

Outro aspecto importante em relação à L. braziliensis está relacionado à 

quimioterapia, visto que o seu tratamento apresenta maior tendência à falha 

terapêutica quando comparado a outras espécies (ROMERO et al., 2001; AREVALO 

et al., 2007). O tratamento da LC causada por L. braziliensis com antimoniais 

pentavalentes tem sido acompanhado de crescentes variações na taxa de cura em 

regiões rurais endêmicas do Brasil (GUIMARÃES et al., 2009). Da mesma forma, a 

terapia da LC com miltefosina também tem sido relatada como insatisfatória em 

diferentes países, incluindo o Brasil (MACHADO et al., 2010). Trabalhos recentes 

sugerem uma forte relação entre a heterogeneidade genética intraespécie com a 

falha terapêutica associada ao tratamento de infecções causadas por L. braziliensis 

(MACHADO et al., 2010). Vale a pena ainda acrescentar que, dentre as espécies do 

subgênero Viannia, L. braziliensis tem grande importância devido ao seu alto grau 
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de polimorfismo genético e fenotípico (SCHRIEFER et al, 2004). Em 2007, a espécie 

tornou-se a única do subgênero a ter o seu genoma totalmente sequenciado, o que 

abre perspectivas para o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos com 

atividade em genes específicos da espécie (PEACOCK et al., 2007).  

No que diz respeito aos efeitos tóxicos dos derivados heteroaromáticos da AQ 

sobre a célula hospedeira de Leishmania, a maioria dos compostos apresentou 

baixa toxidez para macrófagos peritoneais até a máxima concentração avaliada de 

200 µM (Tabela 10). Além disto, mesmo os compostos 9, 10 e 11 que exibiram 

efeitos tóxicos para macrófagos, foram ativos em amastigotas de L. braziliensis em 

concentrações muito mais baixas (Tabela 12), o que resultou em valores IS superior 

a 1,0 (Tabela 13) demonstrando seletividade parasitária. Um trabalho anterior 

realizado por nosso grupo também comprovou que análogos da AQ exibiram melhor 

perfil de atividade antipromastigota em diferentes espécies de Leishmania, sendo 

menos tóxicos para macrófagos do que o protótipo AQ (COIMBRA et al., 2011). 

Sanchés-Moreno e colaboradores (2011) demonstraram que o glucantime, fármaco 

de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses, exibiu valores de IS de 

apenas 0,5 em amastigotas intracelulares de L. braziliensis.  

  No tratamento da malária, a toxicidade da AQ tem sido associada à 

presença do radical 4-hidroxilinino que sofre oxidação pelo citocromo P-450 

(CYP450) hepático, formando o metabólito amodiaquino quinoneimino (AQQI) que é 

responsável pela mielotoxicidade do fármaco (O`NEIL et al., 1994). O CYP450 são 

hemoproteínas que catalisam uma variedade de reações químicas incluindo 

biotransformações de drogas, bioconversão de xenobióticos e síntese de compostos 

importantes como ácidos graxos e esteroides (BERNHARDT, 2006). Em L. donovani 

foi descrito o CYP450-like, o qual está relacionado a importantes funções do parasito 

como crescimento, infectividade e respostas a drogas (VERMA; MEHTA; SHAHA, 

2011). Uma indicação de que o CYP450 está, de fato, envolvido na sobrevivência da 

Leishmania resulta de estudos em que inibidores do CYP450 como os antifúngicos 

azólicos (cetoconazol, fluconazol e itraconazol) têm sido utilizados com sucesso 

como fármacos leishmanicidas (ROBERTS et al., 2003). Neste caso, pode ser 

sugerido que a AQ e os derivados utilizados neste trabalho, atuem de maneira direta 

sobre as funções do CYP450 de Leishmania ou nas vias metabólicas como, por 

exemplo, na biossíntese do ergosterol, componente primário da membrana do 
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parasito e responsável pela manutenção da integridade da membrana e proteção 

contra o estresse celular (GALEA; BROWN, 2009). 

Diversos outros mecanismos de ação das quinolinas em Leishmania já foram 

propostos. Por exemplo, um estudo sugere que a atividade inibitória de quinolinas 

pode estar relacionada à GDP-manose pirofosforilase, um sistema enzimático 

responsável pela síntese de glicoconjugados ricos em manose que são essenciais 

para a sobrevivência e virulência dos amastigotas, estágio clinicamente relevante do 

parasito. Contudo, esta enzima não é essencial para a sobrevivência dos 

promastigotas (LACKOVIC et al., 2010). A atividade dos derivados de quinolinas em 

Leishmania também tem sido relacionada à interferência no transporte de elétrons 

inibindo o funcionamento da cadeia respiratória mitocondrial e produção de radicais 

oxidativos letais; além da inibição de genes da família das cisteinas proteases, 

importantes para a virulência do parasito (KOYAMA, 2006). 

Neste trabalho, foi demonstrado que tanto compostos 4-AMQ, quanto derivados 

da AQ demonstraram ausência de correlação entre a atividade antipromastigota e em 

amastigotas intracelulares de Leishmania sp, reafirmando as diferenças de 

sensibilidade entre as formas evolutivas do parasito. Em um trabalho recente, De 

Muylder e colaboradores (2011) estabeleceram um cut-off relacionando a 

especificidade dos compostos para as diferentes formas evolutivas do parasito. Neste 

trabalho, a grande maioria dos compostos avaliados apresentou valores de IE maiores 

que 2,0 (Tabelas 8 e 14), sendo, portanto, considerados mais ativos para a forma 

intracelular do parasito. A maioria, inclusive, exibiu valores de IE maiores do que os da 

anfotericina B e miltefosina. Estes resultados demonstram a elevada especificidade 

dos derivados de 4-AMQ e da AQ para a forma responsável pelas manifestações 

clínicas da doença, a qual pode estar associada a uma série de fatores: (1) 

diferenças metabólicas e bioquímicas entre as duas formas evolutivas de 

Leishmania, o que pode resultar em maior especificidade do composto para 

amastigotas (PONTE-SUCRE et al., 2007); (2) o fluxo do composto pode ter sido 

favorecido pela membrana plasmática dos macrófagos, aumentando a concentração 

intracelular do mesmo em níveis de VP; (3) o composto pode ter sido 

biotransformado dentro dos macrófagos, originando um metabólito ainda mais ativo 

(NAKAYAMA et al., 2007), ou ainda, (4) o macrófago sozinho possa ser o alvo de 

ação direto, resultando na inibição da multiplicação do parasito (VERMEERSCH et 
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al., 2009; DE MUYLDER et al., 2011).  Além disto, estes resultados indicam que a 

triagem com promastigotas falha na identificação de todos os compostos ativos 

como anteriormente descrito por De Muylder e colaboradores (2011). Um composto, 

para ser ativo em amastigota, deve atravessar pelo menos três importantes barreiras 

celulares formadas pela membrana plasmática do macrófago, membrana do VP e 

membrana do parasito, além de manter sua estabilidade em condições de pH ácido 

e na presença de espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio encontradas no 

fagolisossomo. No ensaio antipromastigota, contudo, o parasito é exposto 

diretamente à ação do composto (SIQUEIRA-NETO et al., 2010).  

Ensaios futuros serão realizados em nosso laboratório no intuito de se 

elucidar o mecanismo de ação dos derivados de 4-aminoquinolinas. 
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6 CONCLUSÕES 
 

 

A partir deste trabalho foram possíveis as seguintes conclusões:  
 

1- A maioria dos derivados de 4-AMQ e AQ testados possuem um amplo 

espectro de atividade contra diferentes espécies de Leishmania associadas a 

manifestações tegumentares;  

- Em relação aos seis derivados de 4-AMQ avaliados foi possível verificar que 

a conjugação com o grupo esteroide resultou em aumento significativo da atividade 

para formas promastigotas e amastigotas de L. major; 

- Em relação aos nove derivados da AQ avaliados, cinco compostos exibiram 

atividade em promastigotas de Leishmania sp, com valores de CI50 mais expressivos 

do que a miltefosina. Seis compostos foram mais ativos em amastigotas de L. 

braziliensis do que o protótipo AQ e miltefosina.  

2- A maioria dos derivados de 4-AMQ e AQ foram mais seletivos e específicos 

para amastigotas intracelulares. 

 

Juntos, os expressivos resultados obtidos em formas promastigotas e 

amastigotas Leishmania sp abrem perspectivas para a continuidade do estudo com 

estas classes de compostos no sentido de se determinar a sua eficácia em modelos 

de infecção in vivo, bem como da elucidação do seu mecanismo de ação. Neste 

caso, espera-se avaliar mecanismos sugestivos de morte por apoptose e ensaios 

bioquímicos envolvendo enzimas importantes de Leishmania sp, visando-se o 

desenvolvimento de novos fármacos mais seletivos e não tóxicos para o hospedeiro 

humano. 
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