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RESUMO 
 
 

 

As leishmanioses representam um grande problema de saúde pública mundial com 
sérias limitações na quimioterapia atual, como:  número limitado de fármacos, baixa 
eficácia, custo elevado, crescente resistência parasitária e toxicidade. O objetivo do 
presente trabalho foi avaliar a atividade de uma série de dez derivados de 4- 
aminoquinolinas em espécies de Leishmania relacionadas a leishmaniose 
tegumentar. Avaliar os possíveis mecanismos de ação do composto com atividade 
antileishmanial promissora, identificando as organelas alvo e os processos de morte 
celular desencadeados no parasito, bem como a sua eficácia in vivo. Dentre os 
compostos avaliados, o derivado AMQ-j foi o mais ativo, com atividade expressiva 
em L. amazonensis e L. braziliensis (CI50 menor que 6.0 µg/mL e 2,5 µg/mL em 
promastigotas e amastigotas intracelulares, respectivamente) para ambas as 
espécies avaliadas. O composto AMQ-j apresentou baixa toxicidade para 
macrófagos murinos (CC50> 40.0 μg/mL), sendo mais tóxico para amastigotas 
intracelulares (Índice de Seletividade>12,0). Os resultados preliminares acerca do 
modo de ação apontam que o composto AMQ-j induziu drásticos efeitos na 
mitocôndria do parasito e caracterizado pelo colapso do potencial de membrana 
mitocondrial (ΔΨm), inchaço da organela, aumento na produção de Espécies 
Reativas do Oxigênio (EROS) e acúmulo de corpúsculos lipídicos (CLs) no 
citoplasma. O tratamento com AMQ-j induziu nas formas promastigotas uma série de 
alterações bioquímicas e celulares sugestivas de morte por apoptose-like como 
redução do volume celular, exposição de fosfatidilserina no folheto externo da 
membrana plasmática, manutenção da integridade da membrana plasmática e 
alterações drásticas no núcleo celular evidenciadas por meio da desorganização da 
cromatina e fragmentação do DNA. O efeito do composto em promastigotas está 
também associado à indução de morte por autofagia evidenciada pelo aumento de 
vacúolos autofágicos, presença de corpos multivesiculares dentro de vacúolos, 
vesículas citoplasmáticas e acúmulo de compartimentos acídicos no citoplasma dos 
promastigotas. O composto também induziu fragmentação do DNA dos amastigotas 
intracelulares de modo seletivo, sem induzir fragmentação da célula hospedeira. 
Estudos in silico sugerem que AMQ-j é um potencial inibidor da tripanotiona redutase 
(TryR), enzima fundamental na defesa antioxidante do parasito. Estudos in vivo em 
modelo murino de infecção com L. amazonensis demonstraram a eficácia do AMQ-j 
pela via intralesional na redução do tamanho da lesão e da carga parasitária, sem 
indução de toxicidade hepática, cardíaca e renal. Os estudos de predição in silico 
relacionados a propriedades farmacocinéticas (ADMET) e características físico-
químicas (regra de Lipinsky) sugerem que AMQ-j pode ser utilizado pela via oral. O 
efeito leishmanicida do composto está associado a múltiplos alvos, desencadeando 
a morte do parasito por diferentes vias, como apoptose e autofagia. O efeito in vivo 
do composto aponta para a necessidade da continuidade dos estudos no intuito de 
melhor estabelecer o seu efeito leishmanicida. 
 
 
Palavras-chave: 4-aminoquinolinas. Mitocôndria. Apoptose-like. Autofagia. 
leishmaniose cutânea murina. 
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ABSTRACT 

 

 

Leishmaniasis represents a major global public health problem with serious 
limitations in current chemotherapy, such as limited number of drugs, low efficacy, 
high cost, increasing parasitic resistance and toxicity. The objective of the present 
study was to evaluate a series of ten 4-aminoquinolines derivatives (AMQs) on 
Leishmania species related to tegumentary leishmaniasis. It was also evaluated the 
possible mechanisms of action of a compound with promising leishmanicidal activity, 
identifying the target organelles and the type of death triggered in the parasite, as 
well as to its leishmanicidal effect in vivo. Among the evaluated compounds, the 
AMQ-j derivative was the most active, with expressive activity on L. amazonensis and 
L. braziliensis (IC50 less than 6.0 μg/mL and 2.5 μg/mL against intracellular 
promastigotes and amastigotes, respectively) for both evaluated species. 
Furthermore, AMQ-j showed low toxicity for murine macrophages (CC50> 40.0 
μg/mL) being more destructive to the intracellular parasites (selectivity index > 12.0). 
Preliminary studies about the mode of action showed that AMQ-j compound induced 
marked effects on the parasite mitochondria, characterized by mitochondrial 
membrane potential collapse (ΔΨm), organelle swelling, increased of Reactive 
Oxygen Species (ROS) production and lipidic bodies accumulation in the cytoplasm. 
The treatment with AMQ-j induced in the promastigote forms a series of biochemical 
and cellular alterations which suggest apoptosis-like death, including reduction of 
cellular volume, phosphatidylserine exposure on the outer leaflet of the plasma 
membrane, maintenance of plasma membrane integrity and drastic changes in the 
cell nucleus evidenced by chromatin disorganization and DNA fragmentation. The 
effect of AMQ-j in promastigote forms is also associated with the induction of death 
by autophagy evidenced by the increase of autophagic vacuoles, presence of 
multivesicular bodies inside vacuoles, cytoplasmic vesicles and accumulation of 
acidic compartments in the promastigote cytoplasm. The compound also induced 
DNA fragmentation of intracellular amastigotes selectively, without inducing host cell 
fragmentation. In silico studies suggest that this compound is a potential inhibitor of 
key redox enzyme trypanothione reductase (TryR). In vivo studies in murine infection 
model of L. amazonensis demonstrated the efficacy of AMQ-j by the intralesional 
route, reducing lesion size and parasite load, without induction of hepatic, cardiac 
and renal toxicity.  The in silico prediction studies on pharmacokinetic properties 
(ADMET) and physico-chemical characteristics (Lipinsky's rule) suggest that AMQ-j 
can be used orally. Taken together, the results suggest that the leishmanicidal effect 
of the compound is associated with multiple targets and triggers parasite death 
through different pathways, including apoptosis and autophagy.  The in vivo effect 
indicates that studies with this compound should be continued in order to better 
establish its leishmanicidal effect. 
   

Keywords: 4-aminoquinolines. Mitochondria. Apoptosis-like. Autophagy. Murine 
cutaneous leishmaniasis.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES 

 

 As leishmanioses são um complexo de doenças causadas por diferentes 

espécies de protozoários do gênero Leishmania que acometem o homem e 

diferentes espécies de animais silvestres e domésticos, manifestando-se por um 

amplo espectro de formas clínicas classicamente divididas em leishmaniose cutânea 

(LC) e leishmaniose visceral (LV) (HARHAY et al., 2011; KEVRIC et al., 2015).  

 As leishmanioses são consideradas um grave problema de saúde pública 

mundial, sendo endêmicas em 98 países e 3 territórios localizados, em sua maioria, 

na África, Ásia e América (WHO, 2016). Estimativas recentes da Organização 

Mundial de Saúde (OMS) apontam para a existência de 14 milhões de pessoas 

infectadas em todo o mundo com aproximadamente 310 milhões de pessoas 

expostas ao risco de contrair a infecção. A incidência anual da doença ultrapassa 1 

milhão de novos casos de leishmaniose tegumentar (LT) e cerca de 0,3 milhões de 

novos casos de leishmaniose visceral (LV) com uma estimativa de 20.000-40.000 

mortes por ano relacionadas à doença (WHO, 2016). 

 O Brasil é o país com maior incidência de novos casos da doença no 

continente americano e o terceiro país com o maior número de casos registrados no 

mundo (WHO, 2016). Os dados epidemiológicos dos últimos anos revelam a ampla 

distribuição territorial da doença, com registro de casos em todas os estados 

brasileiros (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). Em 2015 foram notificados 19.395 

casos de LC e 3289 casos de LV no Brasil (WHO, 2016). A notificação de novos 

casos de leishmanioses é obrigatória no Brasil e em somente 40 países nos quais é 

endêmica. Estima-se, portanto, que a real prevalência da doença seja muito 

superior, principalmente, em regiões que possuem assistência médica precária 

(ALVAR et al., 2012; KEVRIC et al., 2015). 

Nos últimos anos, a doença está em franca expansão mundial, principalmente 

em países desenvolvidos localizados na Europa e América do Norte (ANTINORI et 

al., 2011; READY, 2014). O aumento significativo na incidência de casos globais da 

doença é resultante de uma série de situações de risco, sobretudo, a pobreza, má-

nutrição, quadros de imunossupressão desencadeados por diferentes fatores 
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(doenças, transplante de órgãos ou tratamento com drogas), aumento dos casos de 

Leishmaniose Visceral Canina (LVC) e agravamento das condições sanitárias. 

Outros fatores agravantes para a expansão mundial da doença são o aumento de 

casos de coinfecção com o vírus da imunodeficiência humana (HIV), ausência de 

vacina efetiva e desenvolvimento de resistência parasitária à quimioterapia (DEN 

BOER et al., 2011; DI MUCCIO et al., 2015). Além de fatores ambientais, como o 

crescimento urbano desordenado, desequilíbrio ambiental em virtude de mudanças 

climáticas e intervenções sistemáticas do homem, controle inadequado de vetores e 

adaptação dos vetores ao ambiente urbano (AVERSI-FERREIRA et al., 2014; 

ORYAN; AKBARI, 2016).  

Diante deste panorama atual, a OMS classifica as leishmanioses como 

doenças tropicais negligenciadas (DTNs) de categoria 1 (reemergente e fora de 

controle), no intuito de intensificar as ações voltadas para o desenvolvimento de 

vacinas, novas estratégias de tratamento e diagnóstico e controle de vetores (DE 

VRIES et al., 2015; SAKKAS et al., 2016). 

 

1.2   O PARASITO E O CICLO DE VIDA 

 

O gênero Leishmania inclui protozoários flagelados pertencentes à ordem 

Kinetoplastida e família Trypanosomatidae, cuja característica principal é a presença 

do cinetoplasto, uma estrutura localizada no interior da mitocôndria que concentra de 

maneira extremamente organizada uma elevada concentração de DNA (LUKES et 

al., 2005; DE SOUZA et al., 2009). 

Uma das características do gênero Leishmania é a grande diversidade de 

espécies. Desde a primeira descrição do gênero realizada por Ross em 1903, a 

classificação das espécies tem sido um processo contínuo, com subdivisões em sub-

gêneros e até mesmo em complexos (SCHÖNIAN et al., 2010). Classicamente, as 

espécies de Leishmania que provocam infecções em humanos estão agrupadas em 

dois subgêneros: Leishmania e Viannia. Esta classificação é baseada na localização 

do parasito no intestino do inseto vetor (LAINSON et al., 1987), a qual foi 

posteriormente confirmada por análises filogenéticas realizada a partir de 

sequências de DNA (CROAN et al., 1997). O número exato de espécies de 

Leishmania ainda é controverso. Alguns estudos sugerem que sejam mais de trinta 

(BAÑULS et al., 2007), outros apontam como dezessete pela técnica de eletroforese 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Croan%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9364962
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de enzimas multilocus (SCHÖNIAN et al., 2011). Estudos recentes, por meio de 

análises de filogenia pelo gene da hsp 70 (proteína do choque térmico) apontam que 

este número seja de apenas oito espécies com relevância médica (SCHÖNIAN et 

al., 2010). Apesar desta controvérsia, é importante ressaltar que, dentre os 

protozoários da família Trypanosomatidae, Leishmania apresenta o maior número de 

espécies envolvidas na transmissão humana, as quais apresentam variações 

relacionadas à virulência, preferência pelo inseto vetor e distribuição geográfica, com 

implicações importantes para o controle da doença, seja no diagnóstico, 

quimioterapia, desenvolvimento de vacinas ou combate ao inseto vetor (VOLF et al., 

2008; ALVAR et al., 2012). 

 Em seu ciclo de vida, a Leishmania apresenta-se sob dois estágios 

morfológicos distintos, promastigotas e amastigotas (Figura 1), cujo processo 

evolutivo permitiu a adaptação e sobrevivência destas formas evolutivas às 

diferentes condições de vida que envolve hospedeiros mamíferos e invertebrados 

(ROY et al., 2012).              

                        

 
       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Fotomicrografia ilustrativa das formas evolutivas de Leishmania amazonensis. (A) formas 
promastigotas de L.amazonensis (B) macrófagos infectados com amastigotas de L. amazonensis. As 
setas em vermelho indicam as diferentes formas evolutivas do parasito. Aumento de 1000 X. Fonte: 
Do autor.  

 

 

 As formas promastigotas são móveis e com formato alongado, com 

aproximadamente 10 a 15 µm de comprimento e 1,5 a 3,5 µm de largura. O núcleo é 

arredondado ou oval e está situado na região central ou ligeiramente deslocado para 

a porção anterior do corpo. O cinetoplasto, no formato de bastão, localiza-se 

próximo a extremidade anterior do corpo do parasito. Apresentam um flagelo 

B A 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sch%C3%B6nian%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21078222
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externalizado que emerge de uma invaginação do corpo celular na sua porção 

anterior, denominada bolsa flagelar (MCCONVILLE et al., 2007). As formas 

promastigotas se desenvolvem no intestino médio do inseto vetor onde sobrevivem a 

temperaturas em torno de 25-26 ºC e sob condições de pH básico (MCCONVILLE et 

al., 2011). As formas amastigotas apresentam-se tipicamente com formato oval ou 

arredondado, com cerca de 2 a 3 µm de comprimento. No citoplasma, encontra-se o 

núcleo grande e arredondado e o cinetoplasto em forma de pequeno bastão. 

Possuem um flagelo curto, que raramente ultrapassa a abertura da bolsa flagelar, 

sendo observado somente sob microscopia eletrônica. São formas exclusivamente 

intracelulares que se desenvolvem no interior do vacúolo parasitóforo (VP) formado 

no citoplasma de células do Sistema fagocítico mononclear (SFM) do hospedeiro 

mamífero (KAYE et al., 2011, TEIXEIRA et al., 2013). Neste microambiente 

intracelular sobrevivem a temperaturas entre 30-37 ºC, são metabolicamente ativas 

em pH ácido, sob baixos níveis de oxigênio e diferentes condições nutricionais 

(BESTEIRO et al., 2007; MCCONVILLE et al., 2011).  

 Independente da espécie de Leishmania envolvida e da manifestação clínica, 

o ciclo biológico é semelhante para todas as espécies (Figura 2). Os protozoários 

deste gênero 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) (SHARMA; SINGH, 2008; READY, 2013).  
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               Figura 2: Ciclo de vida da Leishmania sp. Retirado de HARHAY et al., 2011 com     
   modificações. 
 
 
 

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 juntamente com a saliva do flebotomíneo (KAYE; 

SCOTT, 2011; SCOTT et al., 2016). Após a inoculação das formas promastigotas 

infectantes na pele do hospedeiro, os parasitos são fagocitados pelos macrófagos e 

internalizados dentro do vacúolo parasitóforo, onde irão se diferenciar em 

amastigotas. As formas amastigotas iniciam um processo de multiplicações 

sucessivas por divisão binária simples (DBS) por um período de 4-6 dias, até ocupar 

todo o citoplasma do macrófago. Em seguida, os macrófagos se rompem e liberam 

os parasitos que serão fagocitados por novas células hospedeiras, no interior das 

quais continuam a se multiplicar, contribuindo para a propagação e estabelecimento 

da infecção no hospedeiro vertebrado (LODGE; DESCOTEAUX; 2005; FRANCO et 

al., 2012). Outras células da imunidade inata como neutrófilos, monócitos, células 

dendríticas e fibroblastos são recrutados para o sítio da infecção e podem atuar 

como células hospedeiras, exercendo papéis distintos na regulação da resposta 

imune inicial do hospedeiro frente à infecção (NADERER; MCCONVILLE, 2008; 

KAYE; SCOTT, 2011; SCOTT; NOVAIS, 2016).  
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 A transmissão para o hospedeiro invertebrado ocorre quando a fêmea do 

flebotomíneo, ao realizar novo repasto sanguíneo, se alimenta em um hospedeiro 

infectado e ingere macrófagos infectados contendo formas amastigotas que 

acompanham o sangue (RIBEIRO, 1995; ROY et al., 2012). Estas, diferenciam-se 

em promastigotas procíclicas, realizam multiplicações sucessivas por DBS e após 

um processo denominado metaciclogênese, irão se transformar em promastigotas 

metacíclicas; as quais não possuem capacidade proliferativa, são altamente 

infectivas para células de mamíferos e serão transmitidas a um novo hospedeiro 

mamífero durante a alimentação da fêmea (PIMENTA et al., 1992; VAN ASSCHE et 

al., 2011; TEIXEIRA et al.; 2013).  

 

1.3  LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)  

 

 As leishmanioses estão associadas a uma diversidade de manifestações 

clínicas. A susceptibilidade à infecção, bem como a forma clínica e a gravidade da 

doença dependem de uma combinação de fatores relacionados ao hospedeiro como 

status imunológico, predisposição genética, idade, comorbidades, estado nutricional 

e características inerentes ao parasito como carga parasitária, virulência e tropismo 

por diferentes órgãos (pele, mucosa ou órgãos viscerais) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2013; NOVAIS; SCOTT, 2015). Algumas espécies apresentam tropismo por células 

do Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM) das regiões de pele e mucosas, 

desencadeando infecções cutâneas que levam inicialmente a produção de um 

nódulo na pele (“histiocitoma”) e de evolução clínica variada (forma localizada, 

disseminada, difusa ou mucocutânea). Outras espécies apresentam tendência a se 

disseminar a partir do sítio inicial de infecção na pele, multiplicando-se nas células 

do SFM dos órgãos viscerais como fígado, baço e medula óssea (BEATTIE; KAYE, 

2011; READY, 2014).  

 Em relação à LTA, o homem pode apresentar desde infecção subclínica ou 

assintomática a manifestações distintas que variam de lesões cutâneas localizadas 

com resolução clínica espontânea; até formas mais graves e de curso crônico como 

a forma disseminada, difusa e mucocutânea (GOLLOB et al., 2008; KEVRIC et al., 

2015).   

 A leishmaniose cutânea localizada (LCL) é a manifestação clínica de maior 

prevalência, representando 50-75 % dos novos casos (KUMAR; ENGWERDA, 
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2014). A lesão é geralmente do tipo ulcerosa, com período de incubação variável 

entre dez dias a três meses. Na maioria dos casos a lesão primária é 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 (até dez ou mais lesões). O aspecto clínico mais frequente são ulcerações 

únicas, em geral indolores, bem delimitadas, apresentando bordas elevadas e 

repletas de parasitos e com fundo granulomatoso (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; 

DAVID; CRAFT, 2009; KEVRIC et al., 2015). Todas as espécies de Leishmania 

relacionadas à LTA podem ocasionar LCL, sendo que as espécies mais prevalentes 

no Brasil são L. braziliensis e L. amazonensis, L. guyanensis, L. shawi, L. naiffi e L. 

lainsoni (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). A lesão tende a cura espontânea após 1 

ou 2 anos e apresenta boa resposta ao tratamento na maioria dos casos 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

A leishmaniose cutânea difusa (LCD) constitui uma forma clínica rara, porém 

de maior gravidade. Inicia-se com uma lesão única, mas que não responde 

satisfatoriamente ao tratamento farmacológico. Após meses ou anos, ocorre 

disseminação hematogênica do parasito com aparecimento de numerosos nódulos 

não ulcerados, com abundância de parasitos em diferentes partes do corpo, como: 

face (nariz, lábio superior, orelhas) e membros (braços, antebraços, pernas, pés). 

Esta manifestação tipicamente ocorre em pacientes com anergia imunológica na 

qual a deficiência na resposta imune celular a antígenos de Leishmania é 

responsável pela acentuada proliferação dos parasitos e disseminação da infecção. 

Este comprometimento da resposta celular leva a um curso crônico e progressivo da 

doença, com baixa resposta a quimioterapia (REITHINGER et al., 2007; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; KEVRIC et al., 2015). No Continente Americano, a 

LCD encontra-se estritamente associada às espécies do complexo mexicana, 

principalmente L. amazonensis e L. mexicana (SILVEIRA et al., 2009). No Brasil, 

casos de LCD têm sido registrados, principalmente, nas regiões Norte e Nordeste e 

associados, exclusivamente, a L. amazonensis (LAINSON et al., 1987; SILVEIRA et 

al., 2004).   

A forma disseminada da LC é reconhecida pelo surgimento de múltiplas 

lesões ulceradas de aspecto polimórfico em duas ou mais áreas do corpo e 

observadas com maior frequência na face e tronco (GOTO; LINDOSO, 2012). As 

lesões se estabelecem poucos dias após o desenvolvimento das lesões primárias 
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por meio da disseminação do parasito por via hematogênica ou linfática e 

ocasionando lesões distantes do local da picada (COSTA et al., 1986, CARVALHO 

et al., 1994; MINISTÉRIO da SAÚDE, 2013). Caracteriza-se pela escassez de 

parasitos na lesão, elevada resposta imune celular e baixa resposta ao tratamento 

convencional (NOVAIS; SCOTT, 2015). É relativamente rara, podendo ser 

observada em até 2% dos casos de LC e frequentemente observada em pacientes 

co-infectados pelo vírus HIV. Está associada a infecções por espécies do Novo 

Mundo relacionadas ao subgênero Viannia e Leishmania, principalmente, L. 

braziliensis e L. amazonensis (SILVEIRA et al., 2009).  

A forma recidiva diferencia-se das demais pelo desenvolvimento, após 

períodos variáveis de meses e anos, de lesões de aspecto vesiculares e pápula em 

torno da borda de uma lesão cicatrizada espontaneamente ou após tratamento 

farmacológico (GOTO; LINDOSO, 2012). As infecções tendem a ser resistentes ao 

tratamento farmacológico. No Brasil, há notificações de casos provocados pelas 

espécies L. amazonensis e L. braziliensis (PISCOPO et al., 2006; BAILEY; 

LOCKWOOD, 2007). 

A leishmaniose cutâneomucosa (LCM) é clinicamente caracterizada pelo 

desenvolvimento de lesões destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas 

superiores. Na maioria dos casos, a LCM é resultante da LC de evolução crônica 

após a cura clínica espontânea ou com tratamento farmacológico inadequado 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). Acredita-se que a lesão mucosa metastática 

ocorra pela habilidade dos parasitos de alcançar, meses ou anos após a lesão 

inicial, a mucosa nasal e orofaríngea por disseminação linfática ou hematogênica, 

induzindo lesão tecidual severa e metástase resultante da ativação de resposta 

imune hiper-inflamatória exacerbada pelo hospedeiro (DE MOURA et al., 2005; 

GOTO; LINDOSO, 2010; SCOTT, NOVAIS, 2016). 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 infecções secundárias, podendo levar o paciente a óbito 

(REITHINGER et al., 2007; AMATO et al., 2008). Estima-se que cerca de 90% dos 

casos de LCM ocorram no Brasil, Bolívia e Peru (KUMAR; ENGWERDA, 2014). O 

principal agente etiológico é a L. braziliensis (SILVEIRA et al., 2009), mas outras 

espécies são também associadas como L. panamensis e L. guyanensis (RONET et 
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al., 2011). Apesar da escassez de parasitos, as lesões de LCM são de difícil 

tratamento em função da resistência à terapêutica convencional e da presença de 

infecções bacterianas secundárias (DAVID; CRAFT, 2008; MINISTÉRIO da SAÚDE, 

2013).  

 

1.4   RESPOSTA IMUNE NA LTA 

 

 

 Nos momentos iniciais da infecção, a Leishmania é internalizada por 

diferentes tipos de células hospedeiras, tais como neutrófilos, macrófagos, 

macrófagos, monócitos e fibroblastos, resultando na disseminação da infecção para 

os linfonodos drenantes e a consequente ativação da resposta imune do hospedeiro 

(CECILIO et al., 2011; GOLLOB et al., 2014, DE MORAIS et al., 2015). A 

intensidade e qualidade da resposta imune desencadeada nos momentos iniciais da 

infecção são determinantes se o contato inicial com Leishmania irá resultar no 

controle da infecção pelo hospedeiro, no desenvolvimento de formas autolimitadas 

(infecções assintomáticas) ou na evolução para formas clínicas mais graves de 

curso crônico e progressivo (CARVALHO et al., 2012; GOLLOB et al., 2014).  

 È importante também considerar o papel efetivo da saliva do flebotomíneo na 

exacerbação da infecciosidade das formas promastigotas no hospedeiro vertebrado 

mediante a produção de um conjunto de subtâncias, dentre elas o maxadilan e 

“promastigote secretory gel” (PSG), com atividade vasodilatadora, anti-agregante 

plaquetária, anti-hemostática e imunossupressora (KAMHAWI, 2000; SOARES; 

TURCO, 2003). O papel imunomodulatório das moléculas presentes na saliva 

exerce diversos efeitos na resposta imune do hospedeiro, dentre eles: regulação da 

produção de anticorpos, recrutamento de macrófagos para o sítio da infecção e 

aumento na expressão e atividade de arginase, inibição da ativação de células 

dendríticas e macrófagos, inibição da produção de citocinas Th1 (IL-12 e IFN-y e 

indução da produção de citocinas regulatórias (IL-10 e TGF-β) que suprimem a 

resposta imune celular, favorecendo o sucesso da infecção (ROGERS, TITUS, 2003; 

ROGERS et al., 2009).  
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 No contexto da LTA, a resposta imune efetiva é resultante, principalmente, da 

ativação da resposta imune celular pelos linfócitos T CD4+ e CD8+. A diferenciação 

das células T CD4+ nos diferentes subtipos Th1 ou Th2 cumpre uma função central, 

induzindo susceptibilidade ou resistência à infecção dependendo do contexto de 

citocinas produzidas (GOLLOB et al., 2014). 

 A ativação da resposta do tipo Th1 tem sido correlacionada tanto com o 

controle da infecção, bem como com o agravamento da imunopatologia nas formas 

cutâneas mais graves como observado na LCM (SILVEIRA et al., 2009; SCOTT, 

NOVAIS, 2016). A produção de IL-12 pelos macrófagos e células dendríticas 

infectadas induz as células Th1 a produzir IFN-y, capaz de ativar os mecanismos 

microbicidas pelos macrófagos, resultando na síntese de intermediários reativos de 

nitrogênio e oxigênio e, conseqüentemente, a morte dos parasitos intracelulares. Por 

outro lado, a produção excessiva de TNF-α e IFN-y induz uma resposta inflamatória 

exacerbada, responsável pela destruição tecidual e pode, diretamente, culminar no 

desenvolvimento de quadros clínicos mais graves (SILVEIRA et al., 2009; DA SILVA 

SANTOS; BRODSKYN, 2014). A Leishmania é também capaz de escapar da 

resposta imune do hospedeiro e modular a diferenciação de células T para uma 

resposta do tipo Th2. Neste caso, a ação supressiva das citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e 

IL-13 sobre os macrófagos resulta na inibição da resposta Th1 e desativação dos 

mecanismos microbicidas dos macrófagos, favorecendo a sobrevivência do parasito 

e estabelecimento da infecção (GOLLOB et al., 2014).  

 Sabe-se que na LTA as células T CD8+ exercem um papel duplo, contribuindo 

diretamente no controle da infecção e na imunidade protetora frente a novas 

infecções como observado na LCL, mas também estão envolvidas na indução de 

uma resposta inflamatória exacerbada e destruição tecidual nas formas cutâneas 

mais graves (NOVAIS, SCOTT, 2015). Nos estágios iniciais da infecção, as células T 

CD8+ exercem um papel chave no controle da infecção induzindo a produção de 

citocinas ativadoras de macrófagos, tais como IFN-γ e IL-12, as quais são 

importantes na modulação da resposta para Th1 e supressão da resposta Th2 

(SCOTT; NOVAIS, 2016). A produção de IFN-γ pelas células T CD8+ após a cura 

das lesões também tem sido correlacionada com o controle da infecção (DE 

OLIVEIRA: BRODSKYN, 2012, NOVAIS; SCOTT, 2015). Por outro lado, evidências 

crescentes demonstram o papel patogênico das células T CD8+ no desenvolvimento 

das manifestações mais graves como LCD e LCM e caraterizada pela elevada 
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produção de IL-10 e TGF-β (GOMES-SILVA et al., 2007). Outra função patogênica 

associada às células T CD8+ é sua atividade citotóxica marcada pela expressão 

elevada de moléculas citolíticas tais como perforina e granzima na lesão de 

pacientes com LCM provocadas por L. braziliensis e implicada no agravamento do 

quadro clínico (DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012).  

 A contribuição das células B na resposta imune às leishmanioses não está 

bem estabelecida e parece desempenhar um papel na regulação da resposta imune 

mediante a produção de citocinas, anticorpos e indução da ativação de células T 

CD4+ (RODRIGUES-PINTO et al., 2014). Neste contexto, estudos demonstram que 

a produção de anticorpos IgG é necessária para o desenvolvimento de uma resposta 

Th1 protetora efetiva; outros reforçam o papel das células B na patogênese da 

infecção, contribuindo para a progressão da infecção mediante a produção de 

anticorpos policlonais e citocinas imunossupressoras como IL-10. O perfil e 

intensidade da resposta humoral parece estar diretamente relacionada com a cepa e 

espécie infectante, carga parasitária e forma clínica; sendo que níveis elevados de 

anticorpos têm sido observados em pacientes com manifestações clínicas mais 

graves como a LCD, enquanto pacientes com LCL desenvolvem uma fraca resposta 

humoral (BOMFIM et al., 2007; RONET et al., 2011; RODRIGUES-PINTO et al., 

2014).  

 Estudos já demonstraram que a resolução da infecção primária com 

Leishmania pode resular no desenvolvimento de uma imunidade protetora frente à 

reinfecção. Desta forma, os parasitos remanescentes nas lesões, cuja permanência 

é regulada principalmente pela IL-10, contribuem para a estimulação constante de 

uma população de células T CD4+ efetoras que respondem prontamente a um novo 

contato com o parasito (BOGDAN, 2008, SCOTT; NOVAIS, 2016). Este fenômeno 

da persistência parasitária representa um equilíbrio da relação parasito-hospedeiro 

de modo que a constante estimulação antigênica confere proteção ao hospedeiro 

frente a novas infecções mediante a formação de memória imunológica. Por outro 

lado, a sobrevivência parasitária seria um fator crítico para a ocorrência de casos de 

reativação espontânea da doença e manutenção do ciclo de transmissão da doença 

(MENDONÇA et al., 2004; SCOTT; NOVAIS, 2016). 
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1.5  TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES 

 

 

 A quimioterapia atual para as leishmanioses é considerada insatisfatória em 

função de diversos fatores, como: número limitado de fármacos disponíveis, baixa 

eficácia, custo elevado, aumento dos casos de resistência parasitária e elevado grau 

de toxicidade. Aliado a isto, tem-se o esquema terapêutico por tempo prolongado e 

por vias de administração desconfortáveis (parenteral ou intramuscular), as quais 

necessitam de hospitalização e monitorização terapêutica, resultando em baixa 

adesão do paciente ao tratamento (JAIN; JAIN, 2013; DE MENEZES et al., 2015; 

SINGH et al., 2016). Na ausência de uma vacina disponível para uso em humanos, o 

tratamento farmacológico é a principal alternativa de controle das leishmanioses 

(KUMAR; ENGWERDA, 2014, SEYED et al., 2016). 

 Diversos aspectos da biologia da Leishmania são considerados limitantes 

para a eficácia dos fármacos, com destaque para: (i) localização das formas 

amastigotas intracelulares dentro de compartimentos de natureza ácida (vacúolo 

parasitóforo) no interior de macrófagos; (ii) desenvolvimento de mecanismos 

elaborados de evasão do sistema imune do hospedeiro; (iii) características 

farmacocinéticas diferenciadas para os fármacos alcançarem em concentrações 

terapêuticas órgãos viscerais como fígado, baço, medula óssea no caso da LV; ou a 

pele e mucosas na LTA; (iv) diferenças intrínsecas na sensibilidade aos fármacos 

entre as espécies de Leishmania que provocam a infecção em humanos e (v) 

Leishmania tem o potencial de responder à pressão medicamentosa sob múltiplas 

vias, resultando em falhas terapêuticas, resistência  à drogas e dificuldades na 

elucidação do mecanismo de ação dos fármacos (LOISEAU; BORIES, 2006; 

SHUKLA et al. 2010; CROFT; OLLIARO, 2011; NAGLE et al. 2014; DA CUNHA-

JUNIOR, 2015; GEIGER et al., 2016). Diante desta série de limitações, o tratamento 

atual para as leishmanioses dispõe de um número restrito de medicamentos (Figura 

3). 
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                  Figura 3: Principais fármacos utilizados na terapia das leishmanioses. 
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Os derivados antimoniais foram inicialmente utilizados no tratamento da LC e 

LV por Gaspar Vianna em 1912 sob a forma do composto tártaro emético (VIANNA, 

1912). Atualmente, os antimoniais pentavalentes permanecem como os fármacos de 

primeira escolha e estão disponibilizados sob duas formulações: Antimoniato de N-

metilglucamina (Glucantime®) (Figura 3) e estibogluconato de sódio (Pentostam®) 

(Figura 3), que podem ser administrados por via endovenosa ou intramuscular com 

igual eficácia (CRUZ et al., 2009; FREITAS-JÚNIOR et al., 2012).  

O mecanismo de ação dos antimoniais pentavalentes ainda não foi totalmente 

elucidado e parece estar associado a diferentes mecanismos de ação e vias 

metabólicas do parasito. Tem sido sugerido que a forma pentavalente (Sb5+) atue 

como um pró-fármaco, sendo reduzida a sua forma ativa antimônio trivalente (Sb3+) 

no interior do fagolisossomo pela ação da glutationa, glicilcisteína e triapanotiona ou 

por ativação enzimática pela redutase dependente de tiol (DENTON et al., 2004) e 

antimonito redutase (ASHUTOSH et al., 2007; FRÉZARD et al., 2010). 

A atividade do composto é parcialmente resultante da sua interação com o 

sistema antioxidante do parasito, inibindo a atividade da tripanotiona redutase, 

enzima envolvida na proteção contra o dano oxidativo; e comprometendo a 

capacidade da Leishmania de reduzir tiol, resultando na morte do parasito pelo 

acúmulo de espécies reativas do oxigênio (EROs) intracelular (WYLLIE et al., 2004; 

HALDAR et al., 2011). O composto inibe as enzimas da via glicolítica e da β-

oxidação de ácidos graxos nas formas intracelulares do parasito, resultando na 

redução da formação de ATP e GTP (SINGH; SIVAKUMAR, 2004). A atividade dos 

antimoniais também está associada à indução de uma série de eventos sugestivos 

de apoptose, tais como: fragmentação do DNA (SERENO et al., 2001), inibição da 

DNA topoisomerase I (CHAKRABORTY; MAJUMDER, 1988), aumento da produção 

de EROs, acúmulo de Ca2+ citosólico e colapso do potencial de membrana 

mitocondrial (SHAHA, 2006).  

Uma das principais limitações da terapia com antimoniais é a variação da 

eficácia do fármaco dependendo da manifestação clínica, bem como em função das 

variações genéticas entre espécies e cepas de Leishmania encontradas em regiões 

geográficas distintas (GOTO; LINDOSO, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011). Os dados 

mais alarmantes ocorrem na região endêmica de Bihar, na Índia, onde cerca de 60% 

dos novos casos apresentam refratariedade ao tratamento com antimoniais 

(AGRAWAL et al., 2005; STAUCH et al., 2013). Estudos já evidenciaram a existência 
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de múltiplos mecanismos moleculares de resistência aos antimoniais, incluindo: 

diminuição na captação de Sb3+ em função da expressão reduzida de 

aquagliceroporinas (AQP1) e aumento na expressão de enzimas relacionadas ao 

metabolismo do tiol, detoxificação e eliminação da droga (MUKHOPADHYAY et al., 

1996; GOURBAL et al., 2004; WYLLIE et al., 2004).  

 Outra problemática é que o tratamento sistêmico por um período prolongado 

provoca o acúmulo da forma ativa do fármaco em diferentes órgãos como coração, 

baço e fígado, resultando em efeitos potencialmente mais graves como 

cardiotoxicidade e nefrotoxicidade, principalmente em pacientes idosos. Além de 

uma série de efeitos adversos como artralgia, mialgia. náuseas, dor abdominal, 

pancreatite, prurido, febre, choque pirogênico, edema, arritmia cardíaca e toxicidade 

renal (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). Em função da capacidade do composto em 

atravessar a barreira transplacentária, seu uso não é indicado durante a gravidez 

(DAVID; CRAFT, 2009; DE MENEZES et al., 2015).  

 A anfotericina B (Figura 3) é um antifúngico poliênico isolado da bactéria 

Streptomyces nodusus utilizado no tratamento de infecções sistêmicas (HARTSEL; 

BOLARD, 1996). É indicada como primeira opção terapêutica para o tratamento de 

pacientes não responsivos a terapia com antimoniais, crianças, gestantes e 

pacientes co-infectados com HIV (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013).  

 O mecanismo de ação da anfotericina B está relacionado à afinidade ao 

ergosterol, principal esterol de membrana plasmática de tripanossomatídeos e 

fungos. O fármaco forma um complexo binário com os esteróis da membrana 

plasmática do parasito que resulta na formação de poros na membrana, com 

consequente liberação de íons K+, Na+, H+ e Cl- e culminando na morte do parasito 

resultante da alteração na permeabilidade da membrana plasmática e do equilíbrio 

osmótico do parasito (HARTSEL; BOLARD, 1996; RAMOS et al., 1996; FREITAS-

JUNIOR et al., 2012). A atividade da droga também está associada a características 

sugestivas de morte por apoptose como colapso do potencial de membrana 

mitocondrial e fragmentação do DNA (LEE et al. 2002). Sobre o mecanismo de ação 

in vivo, estudos já comprovaram que o efeito do composto seria resultante da sua 

interação com o ergosterol da membrana do parasito aliado à capacidade de 

sequestrar o colesterol da membrana da célula hospedeira, comprometendo a 

interação parasito-macrófago (CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011). A principal 

limitação do fármaco são os efeitos tóxicos resultantes da sua elevada afinidade 
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com o colesterol da membrana plasmática da célula humana, dentre eles: 

cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, além de efeitos adversos importantes como 

hipopotassemia, febre, náuseas, flebite no local da infusão e reações anafiláticas 

(CROFT; COOMBS, 2003; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013) 

 Nos últimos anos, uma série de formulações lipossomais da anfotericina B 

estão disponíveis comercialmente para o tratamento da LV, dentre elas: anfotericina 

B lipossomal AmBisome®), anfotericina B de dispersão coloidal (Amphocil®) e 

complexo lipídico de anfotericina B (Abelcet®) (SINHA; BHATTACHARYA, 2014). 

Dentre as vantagens das formulações lipídicas, tem-se: aumento da eficácia 

terapêutica em função da maior a captação da droga pelos macrófagos no baço e 

fígado, redução no tempo de tratamento e diminuição da toxicidade. Em 

contrapartida, apresenta custo elevado, o que inviabiliza o seu uso na rotina 

terapêutica em países menos desenvolvidos (MISHRA et al., 2009; DEN BOER et 

al., 2011; DE MORAIS et al., 2015). No Brasil, o Ministério da Saúde já disponibiliza 

a anfotericina B lipossomal para o tratamento da LV, sendo indicada para o 

tratamento de crianças menores de 1 ano, idosos, pacientes transplantados, com 

quadros de insuficiência renal, cardíaca ou hepática e coinfectados com HIV. 

Entretanto, não existe registro para uso no tratamento da LTA (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2013).  

 A pentamidina (Figura 3) é um derivado de diamina aromático que tem sido 

utilizado com uma opção terapêutica para o tratamento da LC e LV em casos de 

resistência à terapia com antimoniais e em pacientes cardíacos (CROFT et al., 

2006). A droga é também utilizada no tratamento da tripanossomíase africana 

humana (BRUN et al., 2010). O principal alvo de atuação do composto é a 

mitocôndria da Leishmania mediante a inibição do complexo II da cadeia respiratória 

e induzindo colapso do potencial de membrana mitocondrial (VERCESI; DOCAMPO, 

1992; MUKHERJEE et al., 2006). A atividade do composto está também associada à 

inibição da síntese de DNA e parada do ciclo celular na fase G2/M (NQUEWA et al., 

2005). Seu uso clínico tem sido abandonado em função da eficácia clínica limitada 

aliado aos efeitos adversos potencialmente graves, como cardiotoxicidade, 

hipoglicemia, diabetes, nefrotoxicidade, taquicardia e dor no local da injeção 

(CROFT et al., 2006; DAVID; CRAFT, 2009; SINGH et al., 2016).  

 A paromomicina (Figura 3) é um antimicrobiano da classe dos 

aminoglicosídeos que foi recentemente aprovada para o tratamento da LV (SHAKYA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4356943/#B12
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et al., 2011; SINGH et al., 2016). Sua eficácia clínica foi comprovada quando 

administrada por via parenteral tanto na terapia isolada, quanto em associação com 

estibogluconato de sódio (NEAL et al., 1995) 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). As principais vantagens do fármaco são: baixo 

custo, poucos efeitos adversos, elevada eficácia e tempo de tratamento reduzido 

(MOHAPATRA, 2014). Estudos in vitro demonstraram que a ação leishmanicida 

envolve inibição da síntese proteica e interferência na função mitocondrial do 

parasito (JHINGRAN et al., 2009). Os principais efeitos adversos associados à 

terapia com o fármaco são edema, prurido e irritação no local da administração 

(ARMIJOS et al., 2004). 

 A miltefosina (Figura 3) é um análogo alquilfosfocolina originalmente utilizada 

no tratamento de câncer de mama (HILGARD et al., 1993) tendo o seu efeito 

leishmanicida primeiramente descrito por Croft et al. (1987). Esta descoberta 

significou um importante avanço no tratamento da LV, pois foi o primeiro fármaco 

oral utilizado com sucesso na Índia em pacientes resistentes aos antimoniais 

pentavalentes e com baixa toxicidade em crianças e idosos (SUNDAR et al., 2005; 

CROFT; ENGEL, 2006; SUNDAR; OLLIARO, 2007). Estudos de triagem clínica do 

fármaco no tratamento da LC na América do Sul demonstraram eficácia clínica 

limitada e falhas terapêuticas, o que desaponta a expectativa do seu uso no 

tratamento da LC pela via oral (SOTO et al., 2001, SOTO et al., 2004; YARDLEY et 

al., 2005; MACHADO et al., 2010).  

 O efeito leishmanicida da miltefosina está associado a múltiplos alvos, 

induzindo uma série de eventos bioquímicos e celulares típicos de morte por 

apoptose como: disfunção mitocondrial, condensação nuclear, fragmentação do 

DNA, parada do ciclo celular e exposição de fosfatidilserina (PARIS et al., 2004; 

VERMA; DEY, 2004, MARINHO et al., 2011). Sua ação anti-Leishmania também 

inclui a interferência na via de biossíntese de fosfatidilcolina (LIRA et al., 2001) e nas 

vias de transdução de sinais relacionadas a lipídios, resultando em perturbação da 

dinâmica lipídica (LUX et al., 2000). 

 Apesar do importante avanço obtido com a terapia oral com miltefosina, o 

fármaco possui uma série de limitações, dentre eles: variação de sensibilidade entre 

diferentes espécies de Leishmania, falha terapêutica, alto custo, período prolongado 

de tratamento, elevada toxicidade, tempo de meia-vida prolongado (sete dias), 
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favorecendo o surgimento de cepas resistentes (DORLO et al., 2008; MALTEZOU, 

2010; SINGH et al., 2016). Além disto, seu uso é contra-indicado em crianças e 

gestantes em função dos efeitos tóxicos sobre o trato gastrointestinal (perda de 

apetite, vômitos e diarreia), hepato e nefrotoxicidade e potencial teratogenicidade 

(DORLO et al., 2012). Este conjunto de fatores colocam em risco a continuidade da 

quimioterapia leishmanicida com o fármaco (MALTEZOU, 2010; DORLO et al., 

2012).  

 

1.6   MORTE CELULAR EM PROTOZOÁRIOS 

 

 O processo de morte celular em metazoários tem sido amplamente estudado 

e envolve mecanismos distintos que ocorrem de maneira regulada ou programada 

(Programmed cell death” - PCD) e não regulada (GALLUZI et al., 2012; BERGHE et 

al., 2014). Em contrapartida, em protozoários e outros organismos eucariotos, o 

mecanismo de morte foi pouco explorado durante décadas e assumia-se que estes 

microrganismos morriam de maneira não coordenada; sendo os processos 

relacionados à interação parasito-hospedeiro, patogênese, resposta imunológica e 

ação de agentes quimioterápicos amplamente ignorados (LÜDER et al., 2010). 

Atualmente, diversos processos amplamente descritos em metazoários também têm 

sido evidenciados nos protozoários (DEPONTE, 2008; KACZANOWSK, SAJID, 

REECE, 2011; BRENNAND et al., 2012; PROTO et al., 2013; MENNA-BARRETO; 

DE CASTRO, 2014).  

A apoptose é o tipo de PCD melhor caracterizado, tendo sido primeiramente 

descrita em metazoários por Richard Lockshin em 1960 e somente em 1995 em 

organismos protistas por Ameinsen e colaboradores. É um processo altamente 

regulado, que ocorre sob condições fisiológicas e patológicas e responsável pela 

manutenção da homeostase de processos biológicos distintos, dentre eles: 

renovação celular e tecidual, remoção seletiva de células danificadas ou infectadas, 

desenvolvimento e funcionamento adequado do sistema imune (MARTINEZ et al., 

2010; GALLUZZI et al., 2012). Em protozoários, a apoptose apresenta um papel 

fundamental na sobrevivência e manutenção do ciclo de vida e está implicada na 

regulação de processos celulares distintos, como o desenvolvimento parasitário no 

hospedeiro mamífero e inseto vetor, diferenciação celular, resposta ao estresse e 
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modulação da resposta imune do hospedeiro (LÜDER et al., 2010; GANNAVARAM; 

DEBRABANT, 2012). 

 Na infecção com Leishmania, por exemplo, tem sido descrito um processo 

refinado de manipulação da maquinaria apoptótica da célula hospedeira, conhecido 

como “cavalo de Tróia”. Nas primeiras horas de infecção, os neutrófilos são 

recrutados ao local da infecção e servem como célula hospedeira primária para 

Leishmania. O processo de interiorização inicial dos promastigotas nos neutrófilos 

cumpre um importante papel na sobrevivência dos parasitos no hospedeiro 

vertebrado. Os neutrófilos rapidamente entram em apoptose e a fagocitose das 

células apoptóticas pelos macrófagos induz uma resposta anti-inflamatória resultante 

da secreção de citocinas regulatórias como IL-10 e TGF-β, inibindo a atividade 

microbicida dos macrófagos, favorecendo a entrada silenciosa do parasito e 

estabelecimento da infecção (LASKAY et al., 2003; PETERS et al., 2008; CECÍLIO 

et al., 2014).  

 Outra estratégia utilizada pela Leishmania para mimetizar o fenótipo 

apoptótico é a exposição de fosfatidilserina (PS) na superfície de uma subpopulação 

promastigotas no momento da infecção da célula hospedeira. Estas formas 

promastigotas apoptóticas são fagocitadas pelos macrófagos, inibindo a produção 

de citocinas pró-inflamatórias e, consequente, ativação da resposta imune do 

hospedeiro; garantindo a sobrevivência intracelular dos promastigotas que não 

expressam o fenótipo apoptótico e o sucesso da infecção (BRUCHHAUS et al., 

2007; WANDERLEY et al., 2009; EL-HANI et al., 2012; WANDERLEY et al., 2013). 

Um mecanismo semelhante é também observado nas formas amastigotas, na qual a 

mimetização da morte por apoptose mediante a exposição de PS na membrana 

plasmática externa, resulta na desativação dos mecanismos microbicidas dos 

macrófagos, favorecendo o estabelecimento e manutenção da infecção 

(WANDERLEY et al., 2005; SHAHA, 2006; WANDERLEY et al., 2006; EL-HANI et 

al., 2012).  

As características sugestivas de morte por apoptose em protozoários têm sido 

observadas em resposta a uma variedade de estímulos, tais como: 

metaciclogênese, cultura de células em fase estacionária, deficiência nutricional, 

EROs, óxido nítrico, choque-térmico, toxinas, inibidores da cadeia respiratória, efeito 

de drogas, prostaglandinas, anticorpos, peptídeos antimicrobianos, mutações em 

genes regulatórios do ciclo celular, dentre outros processo (DEBRADANT et al., 
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2003; DUSZENKO et al., 2006, BRUCHHAUS et al., 2007; JIMÉNEZ-RUIZ et al., 

2010; SHEMAROVA, 2010; SMIRLIS et al., 2010). 

A apoptose em protozoários está associada a diversas alterações bioquímicas 

e celulares classicamente encontrados em células mamíferas, como colapso 1do 

potencial de membrana mitocondrial, aumento nos níveis de EROs, liberação do 

citocromo c, atividade de caspase-like, exposição de fosfatidilserina na membrana 

plasmática externa, manutenção da integridade da membrana plasmática até os 

estágios finais, aumento nos níveis de cálcio citosólico, retração celular, 

condensação da cromatina, formação de corpos apoptóticos e fragmentação do 

DNA nuclear (SERENO et al., 2001; ARNOULT et al., 2002; LEE et al., 2002; 

DEBRADANT et al., 2003; BRUCHHAUS et al., 2007; DEPONTE, 2008; JIMÉNEZ-

RUIZ et al., 2010; LÜDER et al., 2010; SHEMAROVA et al., 2010; GANNAVARAM; 

DEBRABANT, 2012).  

Em contrapartida, elementos centrais para a ativação da maquinaria 

apoptótica no núcleo como as proteínas pró-apoptóticas mitocondriais, tais como o 

fator indutor de apoptose (AIF) e proteínas da família Bcl2, bem como os receptores 

de morte da família TNF e a ativação proteolítica de caspases não foram 

evidenciados no genoma de protozoários (SHEMAROVA et al., 2010; SMIRLIS et 

al., 2010). Contudo, estudos bioquímicos e moleculares já identificaram a presença 

de uma variante desta proteína, denominadas metacaspases, amplamente 

conservadas em protozoários, fungos e plantas (LEE et al.,2002; SMIRLIS et al., 

2010; TSIATSIANI et al., 2011; CASANOVA et al., 2015). Apesar de estruturalmente 

distinta das caspases de metazoários, as metacaspases estão envolvidas no 

processo de morte celular, sobretudo, regulando negativamente o ciclo celular, 

diferenciação celular e a proliferação do parasito no hospedeiro mamífero 

(CASTANYS-MUNOZ et al., 2012),  

Em função da ausência de diversas características classicamente observadas 

em organismos multicelulares e do entendimento dos mecanismos moleculares que 

desencadeiam a maquinaria apoptótica em protozoários, a apoptose em 

protozoários ainda é alvo de inúmeros questionamentos sendo, atualmente, o termo 

“apoptose-like” o mais aceito (RODRIGUES et al., 2006; KACZANOWSKI et al., 

2011; PROTO et al., 2013; MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014).  

 O termo autofagia, primeiramente descrito por Christian de Duve em 1963, 

tem sido amplamente caracterizado como um processo fisiológico e evolutivamente 
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conservado de auto-degradação celular essencial para a manutenção do balanço 

metabólico em organismos eucariotos, que resulta na renovação de estruturas 

celulares danificadas durante o ciclo celular normal e também sob condições de 

estresse celular. Também reconhecido como PCD é considerada um “double-edged 

sword”, exercendo um duplo papel entre uma estratégia de sobrevivência da célula 

sob diversas condições de estresse celular e quando, excessivamente induzida, a 

desregulação do processo desencadeia a ativação da via de morte celular (MAIURI 

et al., 2007). A execução e regulação do processo autofágico é orquestrada por um 

conjunto de cerca de 30 proteínas da família das “autophagy-specific genes” (ATGs) 

que são caracterizadas pelo elevado grau de conservação entre mamíferos e 

organismos unicelulares (BRUCHHAUS et al., 2007; DUSZENKO, 2011; 

BRENNAND et al., 2012). 

 Em metazoários, o processo é tipicamente induzido sob diversas condições 

de estresse celular, incluindo: privação de nutrientes e oxigênio, acúmulo de cálcio 

intracelular, estresse oxidativo, inibição do receptor tirosina quinase, estresse do 

retículo endoplasmático, deprivação do fator de crescimento, infecção com 

microrganismos e sob efeito de fármacos e toxinas (FULDA et al., 2010). Contudo, 

os mecanismos moleculares que condicionam ora o efeito protetor da autofagia ora 

a indução de morte celular ainda permanece pouco compreendido e parece estar 

associado ao agente indutor, contexto, intensidade e conteúdo fagocitado e tempo 

de indução (FULDA et al., 2010), sendo que a modulação desde processo tem se 

tornado um importante alvo terapêutico no tratamento do câncer e diferentes 

processos patológicos (RUBINSZTEIN et al., 2007).  

 A autofagia é um processo evolutivamente conservado e que também está 

presente em organismos unicelulares, incluindo protozoários (BERA et al., 2003; 

BRUCHHAUS et al., 2007; TOTINO et al., 2008, KIEL et al., 2010; LUDER et al., 

2010; BRENNAND et al., 2011; DUSZENKO et al., 2011). Assim como observado 

nos organismos multicelulares, a autofagia em protozoários cumpre um papel duplo 

entre um mecanismo pró-sobrevivência sob condições de estresse celular, mas que 

pode resultar em processo de morte celular programada se as condições adversas 

excederem a capacidade celular (SMIRLIS et al., 2010; LUDER et al., 2010; 

DUSZENKO et al., 2011; WILLIAMS et al., 2012; PROTO et al., 2013). 

 Em infecções com Leishmania, assim como em outros tripanossomatídeos, a 

autofagia está diretamente envolvida na regulação de processos biológicos distintos, 
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dentre eles: remodelamento da morfologia do parasito durante os estágios de 

diferenciação celular do seu ciclo evolutivo, metaciclogênese, infectividade, 

adaptação parasitária ao hospedeiro, evasão do sistema imune do  hospedeiro, 

reciclagem de organelas, manutenção da função mitocondrial e capacidade 

metabólica (LUDER et al., 2010; BRENNARD et al., 2011; DUSZENKO et al., 2011; 

BRENNARD et al., 2012).          

 As principais características fenotípicas sugestivas de morte celular 

autofágica em mamíferos já foram evidenciadas em protozoários, inclusive sob efeito 

de diversas drogas, dentre elas: intensa vacuolização citoplasmática, acúmulo de 

autofagossomos, acúmulo de organelas vesiculares ácidas, presença de corpos 

multivesiculares, formação de estruturas de membrana concêntrica no citoplasma, 

desorganização celular, presença de proteínas homólogas a ATGs, preservação da 

integridade membrana plasmática, ausência de fragmentação do DNA, em um 

processo independente da ativação de caspase-like (BERA et al., 2003; 

GUIMARÃES; LINDEN, 2004; TOTINO et al., 2008; RODRIGUES; DE SOUZA, 

2008; DUSZENKO et al., 2011; BRENNAND et al., 2012). O processo também 

envolve intensa participação mitocondrial, caracterizada pelo colapso do potencial 

de membrana mitocondrial e produção de EROs (RODRIGUES et al., 2006; ZONG; 

THOMPSON, 2006), o que comprova a importância da regulação desta via como um 

alvo para novos fármacos antiprotozoários (DEBRABANT et al., 2003; SANTA-RITA 

et al. 2005; BRAGA; DE SOUZA, 2006; MENNA-BARRETO et al., 2009; 

BRENNAND et al., 2011; DUSZENKO et al., 2011; BRENNAND et al., 2012).   

 Por várias décadas, a morte por necrose foi considerada um processo de 

“morte celular acidental”. Contudo, recentes evidências apontam a existência de 

múltiplas vias de sinalização em um processo altamente regulado geneticamente 

(VANDENABEELE et al., 2010; BERGHE et al., 2014). O processo pode ser 

desencadeado sob diferentes condições fisiopatológicas, incluindo resposta ao 

estresse celular, infecção por patógenos e lesões teciduais por isquemia (ZONG; 

THOMPSON, 2006; FULDA et al., 2010).  

 As principais alterações celulares observadas são vacuolização 

citoplasmática, degradação das organelas, aumento do volume celular (oncose), 

permeabilização da membrana lisossomal e perda da integridade da membrana 

plasmática. Estas alterações resultam na ruptura da célula com liberação de parte 

do conteúdo citoplasmático para os tecidos circundantes, culminando no recrutando 
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de células do sistema imune e desenvolvimento de uma resposta inflamatória local 

(RODRIGUES et al., 2006; ZONG; THOMPSON, 2006; FULDA et al., 2010; 

BERGHE et al., 2014). Em estágios mais avançados ocorre a desintegração nuclear 

e, em alguns casos, também resulta em condensação da cromatina (ZIEGLER; 

GROSCURTH, 2004). O processo é também caracterizado por alterações drásticas 

na mitocôndria, como: produção excessiva de EROs, permeabilização da membrana 

mitocondrial, depleção nos níveis de ATP e perda da homeostase de cálcio.  

 A morte celular por necrose também tem sido descrita em protozoários, 

contudo, a importância do processo para a interação parasito-hospedeiro e se o 

mesmo ocorre de maneira regulada como descrito em metazoários, ainda é pouco 

esclarecido (MENNA-BARRETO et al.; 2009; LÜDER et al., 2010, JIMENEZ-RUIZ et 

al., 2010; RODRIGUES et al., 2014).  

Em função da ampla divergência acerca da ocorrência de processos de morte 

celular programada em organismos unicelulares, Proto et al. (2013) propuseram uma 

nova classificação para a morte celular em protozoários em dois tipos principais: 

necrose e morte incidental. Segundo esta classificação, o termo necrose caracteriza 

um processo de morte celular que ocorre na ausência de mecanismos regulatórios e 

evidenciado mediante alterações morfológicas classicamente observada em 

metazoários, tais como: arredondamento celular, oncose, inchaço de organelas e 

ruptura da membrana plasmática. Já a terminologia “morte celular incidental” seria 

mais adequadamente empregada frente a um processo de morte celular 

descoordenado desencadeado sob condições de estresse fisiológico ou tratamento 

com drogas. O processo abrange uma variedade de eventos celulares com 

características morfológicas e bioquímicas comuns a diferentes subtipos de morte 

celular e, na ausência de evidências bioquímicas precisas acerca do mecanismo de 

morte, o termo “morte celular incidental” seria o mais adequadamente empregado. 

 

 

1.7 QUINOLINAS COMO COMPOSTOS LEISHMANICIDAS 

 

 

 Os compostos heteroclícicos do grupo das quinolinas representam uma das 

mais bem-sucedidas classes de drogas já descritas (KUMAR et al., 2009; AFZAL et 

al., 2014; HUSSAINI, 2016) e amplamente reconhecidas por sua eficácia no 
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tratamento da Malária (FOLEY; TILLEY, 1998; KUMAR et al., 2009). Além disto, 

apresentam um amplo perfil de atividade farmacológica com eficácia antiprotozoária 

(FAKHFAKH et al., 2003), antitripanossoma (KINNAMON et al., 1996), antibacteriana 

(KAUR et al., 2011), antiinflamatória (MUKHERJEE, PAL, 2013), antituberculose 

(VANGAPANDU et al.; 2004), antitumoral (DEADY et al., 2000; AFZAL et al., 2014), 

anti-HIV (MOUSCADET; DESMAËLE, 2010) e antifúngica (ZHU et al., 2007).  

 Diversos trabalhos também demonstram o potencial das quinolinas em 

Leishmania (TEKWANI; WALKER, 2006; RICHARD; WERBOVETZ, 2010; SEIFERT, 

2011; NAGLE et al., 2014), com destaque para a sitamaquina (Figura 4), um 

derivado de 8-aminoquinolina avaliado em estudos de fase clínica para o tratamento 

oral da LV no Brasil (DIETEZE et al., 2001), na Índia (JHA et al., 2005) e no Quênia 

(WASUNNA et al., 2005). Apesar dos resultados promissores, eventos adversos 

renais foram observados e novos estudos estão sendo realizados pela Glaxo Smith 

na tentativa de se avançar no desenvolvimento deste medicamento (LOISEAU et al., 

2011; GSK, 2016). O mecanismo de ação da sitamaquina em Leishmania inclui uma 

variedade de alvos bioquímicos e celulares. Evidências apontam a mitocôndria como 

um alvo primário para a ação do composto, desencadeando colapso do potencial de 

membrana mitocondrial (VERCESI; DOCAMPO, 1992), inibição do complexo II da 

cadeia respiratória, inchaço da organela, diminuição no conteúdo de ATP, acúmulo 

de EROs, inibição do consumo de oxigênio, culminando em morte por apoptose-like 

(CARVALHO et al., 2011). Estudos evidenciaram também o acúmulo do fármaco no 

acidocalcissoma, resultando na alcalinização da organela e morte do parasito 

(LÓPEZ-MARTÍN et al., 2008). A 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).  

 Outro derivado de 8-aminoquinolina com perfil leishmanicida promissor é a 

tafenoquina (Figura 4), fármaco em triagem clínica para o tratamento antimalárico. O 

efeito leishmanicida do composto parece estar associado a mitocôndria do parasito, 

com inibição do citocromo c redutase (complexo III da cadeia respiratória), 

diminuição do consumo de oxigênio, despolarização do potencial de membrana 

mitocondrial e aumento de EROs; a qual é acompanhado de aumento nos níveis de 

Ca intracelular e fragmentação do DNA nuclear, culminando em morte por apoptose-

like (CARVALHO et al., 2010).  
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 Outro composto promissor é o imiquimod (Figura 4) um derivado 

imidazoquinolina (MINODIER; PAROLLA, 2007) com uso clínico para o tratamento 

de verrugas genitais provocadas pelo papilovirus humano (HPV) e na terapia do 

câncer de pele. O fármaco foi recentemente incluído pela OMS na terapia 

combinada com antimoniato de meglumina como segunda opção terapêutica para o 

tratamento da LC no Novo Mundo (WHO, 2016), Estudos já demonstraram sua 

potente atividade imunomodulatória induzindo a produção de diferentes citocinas 

pro-inflamatórias, incluindo IFN-y, TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-8 (BUATES; 

MATLASHEWSKI, 1999; SCHÖN, SCHÖN, 2007). 

 A 8-hidroxiquinolina (Figura 4) e seus derivados compreendem uma classe de 

derivados com atividade farmacológica versátil, dentre elas: neuroprotetora, 

antitumoral, antibacteriana e antifúngica. Em Leishmania, estudos têm demonstrado 

que a 8-hidroxiquinolina apresenta um perfil promissor in vitro em diferentes 

espécies de Leishmania (DARDARI et al. 2004; PALOQUE et al., 2012; COA et al., 

2015; COSTA DUARTE et al., 2016). Em paralelo, o composto foi eficaz por via 

subcutânea em camundongos cronicamente infectados com L. amazonensis 

(COSTA DUARTE et al., 2016) e em modelo murino de leishmaniose visceral com L. 

Infantum (COSTA DUARTE et al., 2016). Estudos preliminares relacionados ao 

modo de ação do composto apontam para a interferência na funcionalidade 

mitocondrial, marcada pela produção de EROs e perda de potencial de membrana 

mitocondrial (COSTA DUARTE et al., 2016).  

  Outro importante grupo de derivados de quinolinas com ampla atividade 

farmacológica são as 4-aminoquinolinas e melhor representadas pela cloroquina 

(Figura 5) e amodiaquina (Figura 4), as quais têm sido utilizadas durante décadas 

como principal opção terapêutica para o tratamento da malária (O'NEILL et al., 

1998). Em função do surgimento de cepas de P. falciparum resistentes e, mais 

recentemente, P. vivax; o uso da cloroquina é atualmente restrita ao tratamento de 

infecções por P. vivax não-complicada (WHO, 2015). O mecanismo de ação das 4-

aminoquinolinas em Plasmodium está relacionado ao acúmulo da droga no vacúolo 

digestivo, inibindo a formação do pigmento malárico (hemozoína) e induzindo a 

morte do parasito pela produção de EROs (DAWSON et al., 1993; GRAVES et al., 

2002). O efeito antimalárico da cloroquina está também associado a indução de 

morte por apoptose, autofagia e acúmulo em compartimentos intracelulares acídicos 

(O'NEILL et al., 1998; CH´NG et al., 2010; TOTINO et al., 2012). A cloroquina 
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apresenta ação anti-inflamatória, com uso terapêutico para a artrite reumatóide e 

lupus eritematoso sistêmico. Atualmente, o fármaco está em estudo de fase clínica 

avançada para a quimioterapia de diversos tipos de câncer, sendo um potente 

inibidor da via autofágica, o que aponta para o desenvolvimento de novos usos 

terapêuticos com esta classe de derivados (ZHANG et al., 2015).  

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

terapia antimalárica na década de 1940, cuja terapia isolada não é recomendada 

devido aos efeitos adversos potencialmente graves, tais como agranulocitose e 

hepatite (KAUR et al., 2010). A OMS atualmente preconiza a terapia combinada da 

amodiaquina com artesunato para o tratamento de infecções por P. falciparum ou P. 

vivax não-complicada. O fármaco possui mecanismo de ação similar a cloroquina, 

sendo indicada para o tratamento de cepas resistentes à cloroquina (WHO, 2015).  
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                 Figura 4: Fármacos derivados de quinolinas com atividade leishmanicida. 
Fármaco Estrutura Química 
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               Fonte: KAUR et al., 2010; LOISEAU et al., 2011. 
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Nos últimos anos, inúmeros trabalhos têm evidenciado o potencial 

leishmanicida de compostos que conservam a estrutura básica das 4-

aminoquinolinas (SAHU et al., 2002; GUGLIELMO et al., 2009;; PALIT et al., 2012; 

VALE-COSTA et al., 2013; SHARMA et al., 2014). A avaliação do efeito da 

cloroquina evidenciou expressiva atividade in vitro e sua eficácia pela via 

intralesional e oral no tratamento de pacientes com leishmaniose cutânea no 

Paquistão (NOOR et al., 2005; KHAN et al., 2007). Estudos preliminares sugerem 

que o efeito leishmanicida da cloroquina esteja relacionado ao seu acúmulo no 

interior do acidocalcissoma (VALE-COSTA et al., 2013). 

Estudos já demonstram a atividade da amodiaquina e de uma série de 

derivados estruturalmente relacionados em formas promastigotas de L. amazonensis 

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

(GUGLIELMO et al., 2009). Um trabalho realizado em nosso laboratório com uma 

série de análogos da amodiaquina (AQ) exibiu resultados promissores em 

promastigotas de diferentes espécies de Leishmania (COIMBRA et al., 2011; 2013) 

e em amastigotas intracelulares de L. braziliensis (COIMBRA et al., 2013).  

Estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa têm evidenciado 

resultados promissores para os derivados de 4-aminoquinolinas. Dentre estes, uma 

série de dez derivados 7-cloro-4-quinolinilhidrazona demostrou atividade expressiva 

em amastigotas intracelulares de L. amazonensis. O composto mais ativo exibiu um 

CI50 de 8,1 μM e estudos preliminares acerca do modo de ação destes compostos 

apontam para a indução de perturbação na função mitocondrial, evidenciadas pelo 

colapso do potencial de membrana e aumento nos níveis de EROs intracelular 

(ANTINARELLI et al., 2016). Em outro trabalho, uma série de novos derivados de 

quinolinas foram avaliados em L. amazonensis. Dentre os protótipos investigados, o 

derivado QuinDer 1 apresentou atividade promissora para amastigotas intracelulares 

(CI50 de 0.0911 μM), com baixa toxicidade para macrófagos murinos e eritrócitos 

humanos e aumento expressivo nos níveis de EROs (COIMBRA et al., 2016).  

 Esta conjunto de resultados obtidos em nosso laboratório, em concordância 

com os descritos na literatura apontam que os derivados de 4-aminoquinolinas 

apresentam atividade leishmanicida promissora (COIMBRA et al., 2010, 2011, 2013; 

CARMO et al., 2011; GLANS et al., 2012; ANTINARELLI et al, 2012; GEHRKE et al., 

2013; ANTINARELL et al., 2016; SOARES et al., 2016), o que torna evidente que 

esta classe de compostos podem representar uma fonte promissora de fármacos 
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para o tratamento das leishmanioses. Em contrapartida, o alvo de atuação das 4-

aminoquinolinas em Leishmania ainda necessita ser profundamente avaliado. Assim, 

o objetivo do presente trabalho será avaliar uma série de dez derivados de 4-

aminoquinolinas em espécies de Leishmania relacionadas à leishmaniose 

tegumentar americana e, uma vez selecionado um composto com perfil promissor, 

verificar qual (ais) processo(s) de morte envolvidos, bem como avaliar seu efeito 

leishmanicida in vivo.   
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

 Avaliar a atividade in vitro de uma série de derivados 4-aminoquinolínicos 

(AMQs) em espécies de Leishmania associadas à leishmaniose tegumentar 

americana. Selecionar um composto com expressiva atividade leishmanicida e baixa 

toxidez em macrófagos para subsequentes estudos in vitro e in silico relacionados 

aos alvos e/ou mecanismo de morte do parasito, bem como avaliar a sua atividade 

in vivo em modelo murino de leishmaniose tegumentar.  
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3 RESULTADOS  

 

 Os resultados serão apresentados na forma de capítulos, os quais foram 

subdivididos em artigos publicados (CAPÍTULOS 1 e 2), submetidos para publicação 

(CAPÍTULO 3) ou em fase de preparação (CAPÍTULO 4). 
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3.1 CAPÍTULO 1: In Vitro Antileishmanial Activity of 4-Aminoquinoline Derivatives 

Hybridized to Isoniazid or Sulfa or Hydrazine Groups.  

 

3.1.1 Objetivos específicos 

  

-  Avaliar a citotoxicidade in vitro de uma série de derivados AMQ em formas 

promastigotas e amastigotas de L. braziliensis;  

-  Determinar a relação estrutura-atividade entre a série de compostos testados.
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3.2 CAPÍTULO 2: 4-Aminoquinoline Derivatives as Potential Antileishmanial Agents. 

 

3.2.1 Objetivos Específicos: 

 

- Avaliar a citotoxicidade in vitro de uma série de derivados AMQ em macrófagos 

peritoneais, formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis; 

- Determinar a relação estrutura-atividade entre os compostos testados; 

- Selecionar o composto com promissora atividade leishmanicida e baixa toxidez 

para macrófagos; 

- Estudar o efeito do composto sobre a mitocôndria do parasito, mediante a 

avaliação do potencial de membrana mitocondrial e produção das espécies reativas 

de oxigênio (EROs); 

- Avaliar o efeito imunomodulador in vitro em macrófagos infectados com L. 

amazonensis pela análise dos níveis de óxido nítrico (ON); 

- Avaliar se o mecanismo de ação do composto está associado a indução de 

necrose, pela análise da integridade da membrana plasmática. 
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3.3 CAPÍTULO 3: Potential effect of a quinoline derivative in Leishmania 

amazonensis: induction of apoptosis, autophagy and in silico inhibition of the 

Trypanothione reductase.  

 

 

3.3.1 Objetivos específicos 

 

Com o composto selecionado no capítulo 2: 

- Complementar estudos relacionados à atividade leishmanicida e toxicidade in vitro; 

- Avaliar se o mecanismo de morte envolve eventos sugestivos de apoptose, como: 

aumento de corpúsculos lipídicos, redução do tamanho celular, exposição de 

resíduos de fosfatidilserina na membrana plasmática externa, alteração nas fases do 

ciclo celular, condensação da cromatina e fragmentação do DNA;  

- Avaliar se o mecanismo de morte envolve eventos sugestivos de necrose, pela 

análise da integridade da membrana plasmática; 

 - Avaliar se o mecanismo de morte envolve alterações celulares sugestivas de 

autofagia, mediante análise da formação de vacúolos autofágicos, acúmulo de 

compartimentos acídicos e formação de corpos multivesiculares;  

- Verificar o efeito do composto sobre a atividade da Tripanotiona Redutase de L. 

amazonensis por estudos computacionais (in silico). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 



 

 

 

 

 

 



66 



 

 

 

 

 



67 



 

 

 



68 



 

 



69 



 

 



70 



 

 



71 



  

 

 



72 



 



73 



   

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26060445


74 



 



75 



 

 



76 



 

 



77 



 

 



78 



 

 

 



79 



 

 

 



80 



 

 



81 



 



82 



 



83 



 

 



84 



 

 



85 



 

 



86 



 



87 



 

 

 



88 



 

 



89 



 

 



90 



 



91 



 

 



92 



 

 



93 



 

 



94 



 

 



95 



 

 



96 



 

 



97 



 

 

 



98 



 

 

 



99 



 

 



100 



 

 



101 



 

 



102 



 



103 



 

 



104 



3.4 CAPÍTULO 4: In vivo efficacy of an aminoquinoline derivative (AMQ-j) against 

murine cutaneous leishmaniasis (Manuscrito em preparo para submissão).  

 

3.4.1 Objetivos específicos 

 

Com o composto selecionado no capítulo 2: 

 

- Avaliar o efeito in vivo do composto em modelo murino de infecção com L. 

amazonensis; 

- Verificar a toxicidade sistêmica in vivo e propriedades ADMET in silico; 

- Avaliar a resposta imune humoral in vivo. 
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Abstract 

 

In a previous work, we described the antileishmanial activity of a 4-aminoquinoline 

derivative, named AMQ-j, against in vitro promastigotes and intra-macrophage amastigotes of 

Leishmania amazonensis and L. braziliensis, both Leishmania species included among the 

most prevalent agents related to the cutaneous leishmaniasis in Brazil. Here, we evaluated the 

in vivo effect of the compound AMQ-j in BALB/c mice experimentally infected by L. 

amazonensis transfected with green fluorescent protein (GFP), as well as ADMET theoretical 

analysis and Lipinski’s rule. Significant decreased of the parasite burden in the ear and 

draining lymph node evaluated by limiting dilution and fluorimetry was observed when the 

treated group was compared with the control group. No significant increase in serum levels of 

toxicity markers of hepatic, kidney or renal damage was observed. It was also possible to 

verify that the treatment with AMQ-j was effective in inducing an elevated level of L. 

amazonensis specific IgG antibodies and specific IgG2a/IgG1 ratios, suggesting that the 

treatment could modulate the immune response. The in silico prediction studies on 

pharmacokinetic properties (ADMET) and physico-chemical characteristics (Lipinsky's rule) 

suggest that AMQ-j can be used orally. The intralesional activity of the compound AMQ-j 

against L. amazonensis revealed by this study, together with the excellent theoretical 

predictions encourage us to support further studies of the oral treatment with the compound 

AMQ-j against Leishmania sp.  

 

Keywords: Leishmania amazonensis, aminoquinoline, Balb/c mice, chemotherapy, murine 

cutaneous leishmaniasis.  
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Introduction  

 

 The incidence of cutaneous leishmaniasis (CL) is globally with 1.0-1.5 million cases 

annually (WHO, 2016).  Brazil is the country with the highest prevalence of new cases of the 

cutaneous leishmaniasis in the Americas. American cutaneous leishmaniasis (ACL) includes a 

variety of manifestations that are commonly classified according to their clinical and 

pathologic features in localized cutaneous leishmaniasis (LCL), mucocutaneous leishmaniasis 

(MCL), and diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL). In Brazil, Leishmania amazonensis is an 

etiological agent with high prevalence and associated with a spectrum of clinical forms of 

ACL (Afonso and Scott 1993; Grimaldi and Tesh, 1993), including the diffuse cutaneous 

form characterized by defective cell mediated immune responses and poor response to 

chemotherapy (Silveira et al., 2009). Although rare, this species has been implicated with the 

most severe form, visceral leishmaniasis (VL) in humans and dogs (Barral et al. 1991; Aleixo 

et al., 2006).   

 Currently, available treatment options for leishmaniais are limited and unsatisfactory 

because of serious systemic toxicity, high costs, lack of efficacy, relapses treatment, and 

emerging parasite resistance (De Menezes et al., 2015). So far, the only oral antileishmanial 

drug approved is miltefosine, but its use remains mostly restricted to VL treatment due to CL 

variable efficacy in different geographic regions (Soto et al., 2004; Marinho et al., 2010). 

However, it has the drawback of high cost, poor compliance due to serious digestive side 

effects and danger of teratogenicity, and its use is not recommended for the treatment of 

pregnant women and childbearing age (Singh et al., 2016).   

 Therefore, the development of alternative therapeutic strategies to treatment of CL has 

become a high priority. In this context, topical treatment offer significant advantages over 

systemic therapy, such as ease of administration, improved safety, noninvasive, better patient 
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compliance, few adverse effects and cost-effectiveness (Garnier and Croft 2002; Ben Salah et 

al., 2009; Croft and Olliaro, 2011).  

 Our research group have extensively investigated the antileishmanial activity of new 

aminoquinoline derivatives and reported interesting results (Antinarelli et al., 2012, Coimbra 

et al., 2013; Antinarelli et al., 2016; Coimbra et al., 2016). A recent study developed by our 

group described the antileishmanial activity of a 4-aminoquinoline derivative, named AMQ-j 

(Figure 1), against in vitro promastigotes and intra-macrophage amastigotes of L. 

amazonensis with non-cytotoxic activity to murine macrophages (Antinarelli et al., 2015). The 

AMQ-j compound was also active against both promastigote and intracellular amastigote 

forms of L. braziliensis, considered the main causative agent of LCL and MCL in Brazil 

(Soares et al., 2017). Furthermore, AMQ-j compound were also effective against the malaria 

parasite Plasmodium falciparum in vitro and P. berghei in vivo (Soares et al., 2016).

 Taking into consideration these results, the purpose of the present study was 

investigated the efficacy of the AMQ-j in the treatment of BALB/c mice experimentally 

infected by L. amazonensis, a highly susceptible murine model.  

 

N
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Figure 1. Chemical structure of AMQ-j. 
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2. Material and methods 

 

2.1 Chemicals: The AMQ-j compound has been described in the literature (Polonini et al., 

2013; Antinarelli et al., 2015; Soares et al., 2015). 

 

2.2 Biological assays:  

 

2..2.1 Mice: Female BALB/c mice (8-10 weeks age) were obtained from the Biology 

Research Center of Federal University of Juiz de Fora and this study was approved by the 

Animal Ethics Committee of Federal University of Juiz of Fora (Protocol number 046/2014). 

2.2.3 Parasites and antigen preparation: Leishmania amazonensis WHOM/BR/75/Josefa) 

transfected with the gene of green fluorescent protein (GFP) was used. The parasites were 

periodically isolated from cutaneous lesions of infected BALB/c mice and maintained in 

culture as the insect stage promastigote forms at 25 ºC in Warren's medium (brain heart 

infusion- BHI- plus hemin and folic acid), supplemented with 10% inactivated fetal bovine 

serum (FBS) from Cultilab (Campinas, São Paulo, Brazil), 0.1% of the antibiotic 100 UI/mL 

penicillin G and 0.1 mg/mL of streptomycin (Cultilab, Campinas, São Paulo, Brazil) at 25 °C 

in a BOD incubator. Promastigotes of L. amazonensis (WHOM/BR/75/Josefa) were 

periodically selected for green fluorescence by incubation in 1 mg/mL of geneticin (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) antibiotic for 72 h (Antinarelli et al., 2015; Antinarelli et al., 

2016). The soluble Leishmania antigenic (SLA) extract was prepared from stationary-phase 

promastigotes of L. amazonensis-GFP as previously described by Detoni et al., 2013. The 

antigen concentration was estimated by the Lowry method (Detoni et al., 2013). 

2.2.4 In vivo infection and therapeutic regimen: Susceptible BALB/c mice were infected in 

the ear with 2x106 stationary-phase promastigotes of L. amazonensis-GFP using an 
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established model (Rossi-Bergamann et al., 2012). After 7 days of infection, animals were 

divided in three groups (5 mice/group): negative control group treated with solution of 5% 

DMSO; positive control group treated with 250 µg/Kg of Amphotericin B diluted in 5% 

DMSO solution; experimental group treated with 100 µg/Kg of AMQ-j diluted in 5% DMSO 

solution. Then, the animals were treated twice a week in a total of eight doses receiving 

subcutaneous injections. Lesion development was monitored two times a week by measuring 

the thickness of the infected ear with a dial caliper (Digimess, SP, Brazil), and the thickness 

of the contralateral uninfected ear was subtracted from that value (da Cunha-Junior et al., 

2011; Inacio et al., 2013). 

 The treatments efficacy was evaluated by measuring the lesion average diameter and 

by the estimation of the parasite load in the infected tissue (ear), as well as in the draining 

lymph nodes (dLN) of the animals. The mice were euthanized three day after the end of 

treatments using carbon dioxide chamber (Insight, São Paulo, Brazil). 

 Preliminary, a dose-titration curve using the concentrations of 250 µg/Kg, 100 µg/Kg 

and 50 µg/Kg of AMQ-j was performed to determine the best concentration of AMQ-j able to 

induce the most effective results in treating the infected mice (data not shown). Then, after the 

determination of the best dose regimen in mice, the efficacy of AMQ-j was evaluated at 

concentration of 100 µg/kg by a subcutaneous route in the ear of the animals, two times week 

in a total of eight doses. 

2.2.5 Parasite Load Quantification: Parasite load was estimated using two different assays: 

a quantitative limiting dilution assay (LDA) and measuring of intensity of fluorescence. 

Briefly, at the end of the experiment (day 35), infected ears and draining lymph node (dLN) 

were aseptically removed, and forced through a steel mesh with 1ml/per organ of Warren's 

medium suplemented with 10% SBF and 1% of the antibiotic 100 UI/mL penicillin G and 0.1 

mg/mL of streptomycin. The pool of tissue homogenates were transferred to a microtube and 
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debris were allowed to precipitate for 10 min. For LDA assay, performed a dilution of 

supernatant macerated in a 1:500 (ear) or 1:100 (lymph node) and different serial dilutions of 

the ear or lymph nodes were prepared in the same medium, in triplicate in 96 well plates 

sterile, and incubated in BOD incubator at 25 ºC. After seven days, the number of viable 

parasites in ear and draining lymph node (dLN) in each experimental group were estimated 

from the highest dilution that promoted promastigote growth (LDA assay) (da Cunha-Junior 

et al., 2011; Inacio et al., 2013). For the fluorimetric determination of the parasite loads, 

200µL of supernatants were transferred in PBS in triplicates in 96-well black microplates and 

the intensity of fluorescence was measured using a plate-reader fluorometer (FLx800, BioTek 

Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) at 485 nm excitation and 528 nm emission. Non-

infected ears were used to discount the basal tissue fluorescence (Rossi-Bergmann et al., 

2012).  

2.2.6 In vivo toxicity studies: At the end of the experiment (day 35 of infection), serum 

samples from treated mice (n= 3) were used for measurements of alanine aminotransferase 

(ALT), aspartate transaminase (AST), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) and creatinine 

level (Labtest Diagnostica®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). As positive control, an 

experimental group (n= 3) received a single dose of 300 mg/Kg of acetaminophen, a cytotoxic 

compound, by oral route. In addition, the weight of each animal was measured before, during 

and after the treatments (Rossi-Bergmann et al., 2012).  

2.2.7 Detection of Leishmania-specific IgG antibodies by ELISA: The antibody production 

was evaluated three day after the end of the treatments. Briefly, Leishmania antigen (SLA) 

obtained as previously described (Detoni et al., 2013) was adsorbed on flat-bottom 

Immunolon II microtiter plates overnight (5 g/well in 0.1 M NaHCO3, pH 9.6) and blocked 

(phosphate buffer solution 0.15 M, pH 7.2, Tween-20 0.3%, casein 1.5%). The sera were 

diluted from 1:100-12800 in duplicates in blocking buffer without Tween-20 (Sigma, St. 
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Louis, MO). Antibodies bound to the SLA-plate were detected using peroxidase-conjugated, 

isotype-specific (Pharmingen, San Diego, CA) anti-mouse IgG, anti-mouse IgG1 or anti-

mouse IgG2a and o-phenylenediamine dihydrochloride/H2O2 solution as the substrate. 

Subsequent colour reaction was read at 492 nm on a microplate reader (Molecular Devices 

Corp., Menlo Park, CA). The considered values of optical density (A492 nm) were the means 

of two determinations with a variation of no more than 15% between them (Detoni et al., 

2013).  

2.2.8 In silico analysis: The absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity 

(ADMET) properties of AMQ-j were evaluated using the admetSAR tool (Cheng et al., 2012) 

and Lipinski’s rule of five was calculated using Molsoft Molecules In silico Software 

(Lipinsky et al., 2001). 

2.2.9 Statistical analysis: The data were analyzed using GraphPad Prism 5 Software (San 

Diego, CA, USA). The median and the 95% confidence interval were calculated and data 

were analyzed using the Mann-Whitney test to compare two groups or Kruskal-Wallis test to 

compare three groups. P values of less than 0.05 were considered significant. 

 

3. Results and discussion  

 

The experimental infection was performed in a widely described BALB/c murine 

model of cutaneous leishmaniasis which is extremely susceptible to infection and can be 

considered a highly suitable model for experimental chemotherapy (Miguel et al., 2008; 

Cunha-Junior et al., 2011; Rossi-Bergmann et al., 2012; Montrieux et al., 2014).  BALB/c 

mice infected with L. amazonensis commonly develop a progressive lesion at the inoculation 

site, that reproduces aspects of the human infection such as the presence of an ulcerated lesion 

followed by parasite dissemination to lymphoid areas, visceralization and metastasis at distant 

sites. Moreover, the infection is characterized by development of a Th2 type immune response 
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and non-healing, and fatal disease (Fournet et al. 1996; Cupolilo et al. 2003; Valadares et al. 

2012, Scott and Novais, 2016). 

The efficacy of AMQ-j in treating L. amazonensis-infected BALB/c mice was 

evaluated by administration of 100 µg/kg by an intralesional route in the ear of the animals, 

two times week in a total of eight doses. As shown in Figure 2, after the end of therapeutic 

regimen (28 days), the intralesional administration of the AMQ-j compound promoted a 

significant reduction of the lesion size by 48.0%, when compared to the control group. The 

treatment with Amphotericin B at concentration of 250 µg/kg was capable of controlling 

lesion growth (Figure 2). 
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Figure 2: Efficacy of AMQ-j in the intralesional treatment of murine cutaneous leishmaniasis. 

BALB/c mice were subcutaneously infected with 2 x 106 L. amazonensis promastigotes in the ear. 

After 7 days of infection, the animals were treated intralesionally (n= 5 per group) with AMQ-j (100 

µg/kg), Amphotericin B (250 µg/kg) or solution of DMSO 5% twice a week in a total of eight doses. 

Lesion development was measured with a dial caliper twice a week.  

 

 The quantification of parasite burdens by LDA assay showed a significant reduction of 

parasite load by 97.3% in the lesions in the experimental group treated with solution of AMQ-

j in 5% DMSO, when compared with the control group of animals treated with 5% DMSO 

(Figure 3; A). In addition, the parasite burden quantified by fluorimetry showed significant 
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reduction (83.4%) in the group treated with AMQ-j when compared with the 5%DMSO 

treated group (Figure 3; B). Control groups that received intralesional injections with 

amphotericin B (AmB) in 5% DMSO effectively controlled the parasite load with a complete 

elimination of the parasites as can be observed in both LDA assay and fluorimetry 

quantification (Figure 3; A and B).  

 Furthermore, the parasite load in the regional draining lymph nodes of mices 

intralesionally treated with solutions of AmB or AMQ-j in 5% DMSO was significantly lower 

when compared to the control group treated with 5% DMSO, suggesting the ability of these 

compounds to reduce a systemic infection (Figure 3; C). 
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Figure 3: Efficacy of the AMQ-j compound in the intralesional treatment of murine cutaneous 

leishmaniasis. (A) Parasite burden of ear lesion was estimated by limiting dilution analysis (LDA) at 

the end of treatment. (B) Parasite burden of ear lesion was estimated by fluorimetry and expressed as 

specific fluorescence units (FU) (C) Parasite burden of draining lymph node was estimated by limiting 

dilution analysis. The value of P < 0.001 (***) or P < 0.01 (**) represents significant difference 

compared with DMSO 5% treatment. 

 

 

 

 In a comparative analysis of the two parameters evaluated (lesion size versus parasitic 

burden of ear), it was possible to verify that the treatment with AMQ-j resulted in a partial 

reduction in lesion size (48.0%), although the treatment resulted in a significant inhibition of 

parasite load in both assay performed (LDA and fluorimetry assays). Several studies have 

already reported that the lesion size values did not directly correlate with the parasite load 

(Van Bocxlaer et al., 2016). One possible hypothesis is the fact that the lesion diameter 

development is a result not only of local parasite multiplication, but also of a progressive 

inflammatory process that sometimes does not spontaneously evolve to cure, even when it 
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occurs a reduction of the parasite burden (Oliveira et al., 2016; Queiroz et al., 2016; Van 

Bocxlaer et al., 2016).   

 Ideally, the therapeutic efficacy of a topical drug candidate for CL depends on both 

physicochemical properties such as their effect on percutaneous absorption and retention or 

drug release at the sites of infection in the dermis and pharmacological potency (Garnier and 

Croft, 2002; Moreno et al., 2014). The AMQ-j compound has several physicochemical 

properties suitable for topical administration like low molecular weight, log P octanol <5.0, 

good solubility in the formulation vehicle used (5% DMSO), and few functional groups 

capable of hydrogen bond donors and  hydrogen bond acceptors (Hadgraft and Pugh, 1998; 

Moreno et al., 2014). Furthermore, AMQ-j is a compound of the class of 4-aminoquinolines 

that have weak basic property and can entry easily penetrates into infected dermal 

macrophages and reach the parasitic compartiment (O'Neill et al., 1988).  

At the end of the treatment period, alanine aminotransferase (ALT) and Gamma-

glutamyl transpeptidase (GGT), serological markers of liver toxicity, and aspartate 

aminotransferase (AST) and creatinine, markers of heart and kidney toxicity, respectively, 

were analyzed. No alteration was observed in AMQ-j-treated animals, and the values were 

similar to the control group treated with 5% DMSO (Figure 4; A). These results suggest 

absence of systemic toxicity following AMQ-j treatment, an important criterion in the choice 

of new compounds for antileishmanial therapy. On the other hand, creatinine and ALT level 

increased in the group treated with AmB, values significantly higher when compared to the 

control group treated with 5% DMSO 5%. These results are compatible with its reported 

hepatotoxicity and nephrotoxicity, which are considered the most important side effect related 

to treatment in humans (Deray et al., 2002; Ribeiro et al., 2014). No significant change in the 

body weight was observed among the mice treated with AMQ-j or AmB compared to the 

control group (data not shown). 
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 Figure 4: Evaluation of the in vivo toxicity. After 72 hours of the end of treatment, alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate transaminase (AST), Gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) and 

creatinine level were measured in the serum samples of the animals. Serum samples of 

acetaminophen-treated animals (Tyl) were used as positive control of toxicity. The results are 

represented by mean ± SD (n= 3), and the value of P < 0.001 (***) or P < 0.05 (**) represents 

significant difference compared with DMSO 5% treatment.  

  

 In order to evaluate synergic interaction between anti-Leishmania effect of the AMQ-j 

compound and immune response, the level of total IgG, IgG1 and IgG2a antibodies were 

quantified. The IgG and IgG2a antibody levels from AMQ-j treated animals reactive with 

soluble Leishmania antigen (SLA) were significantly higher than those found in DMSO- or 

AmB-treated animals, used as control groups (Figure 5). In addition, a higher IgG2a/IgG1 

ratio, antibodies used as surrogate markers for Th1 and Th2 activation, respectively, was 

found in mice treated with AMQ-j (Figure 5; B), suggesting that cell-mediated immune 

response shift from a Th2-type response induced by the infection to a Th1-type response, 

which is considered most suitable for the control of Leishmania infection (Valadares et al., 

2012; Gamboa-Leon et al., 2014; Rostamian et al., 2015).  
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Figure 5: Effect of AMQ-j treatment on Leishmania-specific antibody production. Mice were 

infected and treated as described in Figure 1. IgG (A), IgG1 or IgG2a (B) antibody reactivity was 

quantified by the ELISA technique using soluble Leishmania antigen (SLA) as coating antigen 

and serum samples (diluted 1:????) from DMSO 5%, AMQ-j or AMB-treated animals 

obtained at 35 days after infection. The results are represented as the mean ± S.D. (n= 5) of the 

optical density (O.D.; 495 nm), and IgG2a/IgG1 ratio (B).  * P<0.01. 

 

  

 Despite the experimental assays were performed by IL route, theoretical analysis of 

the absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity (ADMET) properties were 

performed to evaluate the bioavailability of AMQ-j compound by oral delivery. The 

calculated ADMET properties showed that compound has a high probability (98.9% and 

71.5%) for human intestinal absorption (HIA) and Caco-2 cell permeability, respectively, 

suggesting a good chance of druglikeness and oral bioavailability. Regarding toxicity, we 

found that AMQ-j is predicted as a class III risk for acute toxicity, i.e., compounds with LD50 

greater than 500 mg/kg (Cheng et al., 2012; Fonseca-Silva et al., 2016). In terms of 

metabolism, the simulation of the affinity by different isoforms of cytochrome P450 

(CYP450) active site indicated that AMQ-j compound has a high probability of acting as a 

promiscuous inhibitor of the enzymatic activity of the CYP450 enzymes (Table 1). 

 In addition, the in silico analysis of physico-chemical properties by Lipinski rule of 

five were performed. The compound AMQ-j showed the highest potential as a leishmanicidal 

agent with excellent physico-chemical properties. AMQ-j has one hydrogen bond acceptors 

and two hydrogen bond donors, molecular weight of 269.07 and logarithm of partition 
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coefficient between n-octanol and water of 4.31, fulfilling the Lipinski rule of five (Table 1). 

The in silico prediction studies on pharmacokinetic properties (ADMET) and physico-

chemical characteristics (Lipinsky's rule) suggest that AMQ-j can be used orally. 

     Table 1: In silico analysis of druglikeness of AMQ-j. 

Property Results Probability 

Absorption   

BBB + 95.80 

HIA + 98.87 

Caco-2 + 71.53 

   

Metabolism   

CYP450 2C9 substrate Non-substrate 88.14 

CYP450 2D6 substrate Non-substrate 86.58 

CYP450 3A4 substrate Non-substrate 61.19 

CYP450 1A2 inhibitor Inhibitor 86.44 

CYP450 2C9 inhibitor Inhibitor 52.56 

CYP450 2D6 inhibitor Non-Inhibitor 63.31 

CYP450 2C19 inhibitor Inhibitor 79.16 

CYP450 3A4 inhibitor Inhibitor 73.98 

   

Toxicity   

Acute Oral Toxicity III 47.41 

AMES Toxicity AMES toxic 64.40 

Carcinogens Non-carcinogens 59.26 

   

Lipinski descriptors   

  NHBA (<10) 1  

NHBD (<5) 2  

clogP (<5) 4.31  

MW (<500) 269.07  

                          BBB: blood-brain barrier; HIA: human intestinal absorption;  

                          Caco-2: human epithelial colorectal adenocarcinoma cells. 

  NHBA: number of hydrogen bond acceptors; NHBD: number of hydrogen bond 

              donors; clogP: logarithm of the compound partition coefficient between n-octanol and 

              water; MW: molecular weight.  
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 In conclusion, the data showed that AMQ-j compound was highly effective in treating 

L. amazonensis infected BALB/c mice in the experimental model used. Additional studies 

should be conducted to determine the ideal dose and therapeutic regimen in order to optimize 

its therapeutic efficacy in new in vivo studies of models of infection by different Leishmania 

species.  
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4 DISCUSSÃO 

 

  É inegável a necessidade de investimentos em pesquisa e desenvolvimento 

de novas alternativas para o tratamento das leishmanioses. Nesta perspectiva, a 

descoberta de uma droga que seja seletiva para o parasito, ou seja, que atue sobre 

vias bioquímicas e metabólicas exclusivas do parasito ou com pouca ação no 

hospedeiro humano e que atue sobre diferentes alvos simultaneamente tem se 

mostrado uma excelente estratégia para o tratamento da doença (SINGH et al., 

2012).  

 Dentre as classes de compostos heterocíclicos com atividade biológica, as 

quinolinas são reconhecidas pela ampla atividade antiprotozoária, incluindo a 

leishmanicida, a qual já foi amplamente descrita por diferentes grupos de pesquisa, 

dentre eles o nosso (TEKWANI; WALKER, 2006; CARVALHO et al., 2010, 2011; 

COIMBRA et al., 2010, 2011; CARMO et al., 2011; ANTINARELLI et al., 2012, 

NAGLE et al., 2014).  

 Na primeira etapa do presente trabalho, avaliou-se a atividade in vitro de uma 

série de dez derivados de 4-aminoquinolinas (AMQ) em formas promastigotas e 

amastigotas de L. braziliensis (Capítulo 1) e L. amazonensis (Capítulo 2). A série de 

dez compostos híbridos de 4-AMQ avaliados no presente trabalho foi elaborada a 

partir da conjugação do núcleo 4-aminoquinolínico baseado na estrutura da 

amodiaquina com três diferentes grupos farmacofóricos: derivados da hidrazina, 

hidrazida e sulfonamida. Os derivados da hidrazina e hidrazida são uma classe de 

compostos com ampla atividade biológica descrita, incluindo leishmanicida, 

antibacteriana e antitumoral (KHAN et al., 2003; KUMAR; NARASIMHAN 2013; 

SOARES et al., 2015). As sulfonamidas constituem um grupo de drogas com amplo 

perfil farmacológico, sendo utilizadas no tratamento de diversas infecções 

bacterianas e na terapia combinada para o tratamento da malária e toxoplasmose 

(SMITH; JONES, 2008; ANDREWS et al., 2014). Estudos já demonstraram a 

atividade destes compostos em Leishmania (PEIXOTO; BEVERLEY, 1987). A 

estratégia de hibridização de dois grupos farmacofóricos distintos em uma única 

estrutura química é uma ferramenta atualmente muito utilizada para otimizar a 

descoberta de novos agentes terapêuticos e tem o objetivo de ampliar o espectro de 

ação das drogas e contornar a resistência parasitária, uma vez que a molécula 
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formada tem o potencial de atuar sobre múltiplos alvos simultaneamente (VIEGAS-

JUNIOR et al., 2007; KAUR et al., 2010; SRIVASTAVA; LEE, 2015). 

 É importante ressaltar que as espécies de Leishmania utilizadas neste 

trabalho como modelos para os ensaios de quimioterapia são os dois principais 

agentes etiológicos da leishmaniose cutânea no Brasil. As infecções causadas por L. 

amazonensis causam mais frequentemente lesões cutâneas ulcerosas que se 

caracterizam pela presença de bordas infiltradas e repletas de parasitos (SILVEIRA 

et al., 1991). Está também associada a quadros clínicos de maior gravidade e de 

resistentência à terapia convencional como a forma anérgica cutânea difusa, a forma 

cutâneomucosa e a forma cutânea disseminada (LAINSON; SHAW, 1987; 

CARVALHO et al., 1994; SILVEIRA et al., 2009). Embora raro, infecções com L. 

amazonensis já foi também associada a casos de leishmaniose dérmica pós-Kalazar 

e manifestações viscerais em humanos e cães (BARRAL et al.,1986, ALEIXO et al., 

2006, TOLEZANO et al., 2007). A Leishmania braziliensis é a espécie associada a 

LTA de maior prevalência no Brasil e o principal agente etiológico da leishmaniose 

cutâneomucosa, manifestação caracterizada pela latência, cronicidade e 

desenvolvimento de lesões desfigurantes na região da boca e nasofaringe, e 

refratarioedade ao tratamento convencional (SILVEIRA et al., 2009; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2013). 

 Um aspecto importante na triagem in vitro de novas drogas leishmanicidas é o 

estágio evolutivo do parasito a ser utilizado nos ensaios. A forma promastigota 

extracelular tem sido extensivamente utilizada pela facilidade de manutenção dos 

parasitos em cultura axênica, permitindo uma triagem rápida, reprodutível e de baixo 

custo. Da mesma forma, ensaios com amastigotas axênicas são amplamente 

realizados em função da facilidade de cultivo do parasito na ausência da célula 

hospedeira. Outro ponto importante é que no ensaio com as formas promastigotas e 

amastigotas axênicas o parasito é exposto diretamente à ação do composto 

(TEMPONE et al., 2011; REGUERA et al., 2014). Em contrapartida, existe uma série 

de questionamentos acerca da utilização das formas promastigotas e amastigotas 

axênicas como modelos para testes de novas drogas, uma vez que apresentam 

diferenças de expressão gênica e proteica e de susceptibilidade aos fármacos em 

relação aos amastigotas intracelulares e não representam o estágio evolutivo 

responsável pela infecção no hospedeiro humano (CROFT et al., 2006, HOLZER et 

al., 2006; GUPTA; NISHI, 2011, DE RYCKER et al., 2013; NAGLE et al., 2014).  
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 Diante do exposto, existe um consenso de que os testes realizados em 

macrófagos infectados correlacionam-se melhor com a resposta in vivo e devem ser 

utilizados como “padrão-ouro” para a identificação de potenciais fármacos 

(FUMAROLA et al., 2004, DE MUYLDER et al., 2011; TEMPONE et al., 2011, 

NAGLE et al., 2014). O ensaio utilizando macrófagos infectados com a forma 

amastigota oferece condições ideais, uma vez que mimetiza o ambiente intracelular 

do vacúolo parasitóforo (VP) no interior do qual o parasito sobrevive dentro da célula 

hospedeira. Portanto, um composto, para ser ativo em amastigota, deve ser 

permeável a pelo menos três 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 (SIQUEIRA-

NETO et al., 2010; REGUERA et al., 2014).  

 No presente trabalho, a avaliação da atividade antiamastigota dos compostos 

foi realizada por duas metodologias diferentes.  

 Para a espécie L. braziliensis (Capítulo 1) utilizou-se o método clássico de 

contagem dos parasitos intracelulares ao microscópio óptico após coloração por 

giemsa. Esta técnica é mais difícil de ser executada, demorada e exige profissional 

treinado. No nosso trabalho, optou-se pela contagem de um total de 200 macrófagos, 

estando este valor dentro de uma média aceitável, que é de 50 a 500 macrófagos 

(BERMAN; LEE, 1984; GUPTA; NISHI, 2011; TEMPONE et al., 2011). É importante 

considerar também que neste ensaio tem-se a possibilidade de obter maiores 

informações sobre a atividade leishmanicida dos compostos, uma vez que permite 

avaliar não apenas o efeito sobre a carga parasitária total, mas também o número de 

amastigotas por macrófago infectado e a porcentagem de macrófagos infectados e 

não-infectados. Além disto, permite avaliar oticamente a atividade citotóxica do 

composto sobre a célula hospedeira (TEMPONE et al., 2011, DE RYCKER et al., 

2013). 

 No capítulo 2 utilizou-se uma cepa de L. amazonensis transfectada com GFP 

("green fluorescent protein"), a qual permitiu a quantificação da carga parasitária por 

fluorimetria. Os ensaios de avaliação da atividade antiamastigota utilizando cepas de 

Leishmania fluorescentes são uma ferramenta promissora na triagem de novas 

drogas, visto ser um método semi-automatizado e, portanto, mais prático, rápido e 

de baixo custo.  Apresenta ainda uma série de outras vantagens em relação ao 
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método de contagem manual, tais como: não necessita de fixação e coloração das 

células, elevada sensibilidade e reprodutibilidade dos resultados, facilidade de 

detecção da intensidade de fluorescência por fluorimetria ou citometria, minimizando 

as variações do método de contagem manual (MEHTA et al., 2008; DUBE et al., 

2009; VARELA et al., 2009; ROCHA et al., 2013).  

 Em relação aos resultados obtidos nos ensaios de avaliação da atividade em 

formas promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania, os compostos 

foram mais efetivos para as formas intracelulares do parasito, para ambas as 

espécies de Leishmania avaliadas. Assim como observado no presente trabalho, 

variações na sensibilidade a drogas entre as formas promastigotas e amastigotas de 

Leishmania sp têm sido amplamente descritas na literatura, inclusive com os 

fármacos utilizados na quimioterapia atual como os antimoniais pentavalentes e 

miltefosina (YARDLEY et al. 2005; MORAIS-TEIXEIRA et al., 2011). Os antimoniais 

pentavalentes, por exemplo, são muito mais ativos em amastigotas intracelulares e, 

apesar de não se ter noção exata do seu mecanismo de ação, tem sido sugerido 

que nestas formas evolutivas o antimonial pentavalente atue como pró-droga o qual 

é convertido na forma ativa, antimônio trivalente (MANDAL et al., 2015).  

   A citotoxicidade em macrófagos é um importante parâmetro a ser avaliado 

na triagem por novos compostos com ação em Leishmania, uma vez que este é um 

parasito intracelular obrigatório, principalmente, de células do sistema fagocítico 

mononuclear. Macrófagos peritoneais de camundongos foram escolhidos como 

célula hospedeira para infecção com Leishmania, uma vez que tem sido 

demonstrado que a atividade leishmanicida in vitro de drogas é dependente do tipo 

celular utilizado e os macrófagos, como principais células hospedeiras são modelos 

ideais para este tipo de bioensaio (TEMPONE et al., 2011). Neste trabalho, convém 

mencionar que os derivados AMQ não foram tóxicos para macrófagos até a máxima 

concentração testada (30 µg/mL). Existe um consenso entre diversos pesquisadores 

de que o Índice de Seletividade (InSe) é um importante parâmetro a ser considerado 

na avaliação da eficácia de novas drogas, uma vez que correlaciona a citotoxicidade 

em células de mamíferos com a atividade antiparasitária (CC50 em células de 

mamíferos/CI50 em amastigotas). Entretanto, quantitativamente, o valor de InSe não 

é consensual. Alguns autores apontam que InSe acima de 1 é considerado 

satisfatório (TEMPONE et al., 2011), enquanto uma outra corrente considera como 

aceitáveis valores de InSe iguais ou superiores a 10 (DON; IOSET, 2014). Dentre os 
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compostos avaliados, a série de derivados da hidrazina e hidrazida exibiu valores de 

InSe acima de 10, o que demonstra a ação seletiva dos compostos para o parasito, 

sem causar toxicidade para a célula hospedeira. 

 Em um trabalho complementar realizado em nosso laboratório, a maioria 

destes derivados 4-AMQs foi também avaliado quanto ao seu potencial efeito tóxico 

para eritrócitos humanos e os resultados mostraram que nenhum dos derivados 

AMQs avaliados apresentaram toxidez para eritrócitos humanos até a máxima 

concentração avaliada (500 µg/mL) (SOARES et al., 2017). Uma importante 

limitação dos fármacos da classe das 8-aminoquinolinas como a tafenoquina e 

primaquina na terapia antimalárica está relacionada a sua toxicidade hematológica 

com indução de hemólise e metahemoglobinemia em humanos (LOISEAU et al., 

2011).  

 Estudos acerca da atividade antimalárica destes derivados AMQ foram 

também realizados em nosso laboratório, e os compostos apresentaram efeito 

promissor tanto in vitro em Plasmodium falciparum, espécie implicada na maioria dos 

casos fatais da doença e resistente a maioria dos fármacos atualmente disponíveis 

quanto in vivo em modelo experimental com P. berghei (SOARES et al., 2015; 

SOARES et al., 2017). E assim como observado em Leishmania, os derivados da 

hidrazina apresentaram melhor perfil de atividade antimalárica. O conjunto de 

resultados confirmam a potencial atividade antiprotozoária desta classe de derivados 

e reforça a necessidade da continuidade dos estudos.  

Dentre os derivados AMQ avaliados, o composto AMQ-j apresentou o efeito 

leishmanicida mais promissor nas diferentes espécies de Leishmania. O derivado 

AMQ-j foi ativo em L. amazonensis (cepa PH8) com valores de CI50 de 5,9, 7.0 e 2,6 

µg/mL para as formas promastigotas, amastigotas axênicas e amastigotas 

intracelulares, respectivamente, com expressiva seletividade para as formas 

amastigotas intracelulares (InSe>12,0). Numa análise complementar acerca da 

reversibilidade do efeito de AMQ-j sobre os parasitos intracelulares, verificou-se que 

após tratamento por 72 horas e posterior incubação em meio de cultura na ausência 

do composto, os amastigotas remanescentes apresentaram reduzida capacidade de 

se diferenciarem em promastigotas em todas as concentrações avaliadas. A 

ausência de reversibilidade do crescimento do parasito sugere que a droga provoca 

alterações drásticas em organelas e em processos bioquímicos e celulares vitais, os 

quais não podem ser corrigidos pelo parasito (DUEÑAS-ROMERO et al., 2007).  
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O composto AMQ-j apresentou uma expressiva atividade em formas 

promastigotas e amastigotas intracelulares de L. braziliensis (CI50 de 3,7 e 1,4 

µg/mL, respectivamente), confirmando o seu potencial leishmanicida. É amplamente 

conhecido que as diferenças bioquímicas e metabólicas entre as diferentes espécies 

de Leishmania, e até mesmo entre as formas evolutivas do parasito, influenciam 

drasticamente na sensibilidade aos fármacos (CROFT et al., 2002, ESCOBAR et al., 

2002; MELBY, 2002; CROFT et al., 2006). Baseando nestes resultados preliminares, 

a hipótese é de que o composto atue sobre alvos bioquímicos e metabólicos comuns 

entre as diferentes espécies e formas evolutivas da Leishmania sp, sendo assim, um 

bom protótipo para estudos de quimioterapia em leishmanioses (SIQUEIRA-NETO et 

al., 2010; DE MUYLDER et al., 2011; HERRERA et al., 2016).  

Tendo em vista a expressiva atividade leishmanicida in vitro do derivado 

AMQ-j com seletividade para as formas intracelulares do parasito e baixa toxidez 

para célula de mamíferos, o composto foi selecionado para a continuidade dos 

estudos relacionados a seu modo de ação (Capítulos 2 e 3) e da sua eficácia in vivo 

em modelo murino de infecção com L. amazonensis (Capítulo 4). O composto AMQ-j 

é um derivado 4-hidrazinoquinolina resultante da junção dos grupos farmacofóricos 

do núcleo 4-aminoquinolínico e da hidrazina. 

Os estudos iniciais acerca do(s) mecanismo(s) de morte desencadeado pelo 

composto AMQ-j foram parcialmente direcionados para a mitocôndria, visto que a 

organela é considerada um alvo farmacológico pontual para a ação de compostos 

leishmanicidas por diferentes fatores: (i) diferentemente dos eucariotos superiores os 

quais possuem centenas a milhares de mitocôndrias; Leishmania, assim como os 

demais tripanossomatídeos possui uma mitocôndria única e diferenciada, que 

apresenta papel central no controle do metabolismo energético, responsável pela 

produção de ATP; (ii) a manutenção do potencial de membrana mitocondrial é 

essencial para o correto funcionamento da organela e a permeabilização da 

membrana mitocondrial exerce um papel chave na ativação dos mecanismos de 

morte do parasito; (iii) a disponibilidade de obtenção de enzimas e frações 

mitocondriais purificadas para o estudo da atividade dos diferentes complexos 

enzimáticos da cadeia respiratória (SEN; MAJUMDER, 2008; FIDALGO; GILLE, 

2011; DE SOUZA et al., 2009; SMIRLIS et al., 2010; MENNA-BARRETO; DE 

CASTRO, 2014); (iv) crescentes evidências apontam a mitocôndria como alvo de 

diversos fármacos utilizados no tratamento das leishmanioses, como no caso da 
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miltefosina, anfotericina B e pentamidina (LEE et al., 2002, MEHTA; SHAHA, 2004, 

LUQUE-ORTEGA; RIVAS, 2007; FIDALGO; GILLE, 2011) e em fase de 

desenvolvimento como, por exemplo, a sitamaquina (CARVALHO et al., 2010). 

 A estratégia inicial para o estudo do modo de ação do composto AMQ-j em 

formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis consistiu na análise da 

indução de estresse mitocondrial mediante a avaliação de diversos parâmetros, tais 

como: alteração no potencial de membrana mitocondrial, produção de EROS, 

inibição da atividade da tripanotiona redutase e acúmulo de corpúsculos lipídicos.  

A disfunção mitocondrial em protozoários tem sido classicamente avaliada a 

partir da despolarização do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) (FIDALGO; 

GILLE, 2011; PROTO et al., 2013: MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014). O ΔΨm 

é responsável pela formação e manutenção da fosforilação oxidativa, regulando a 

permeabilidade da membrana mitocondrial e a transferência seletiva de substâncias 

(FIDALGO; GILLE, 2010). O colapso do ΔΨm ocorre em função permeabilização da 

membrana mitocondrial que afeta a integridade da membrana interna e externa da 

organela, resultando na interrupção da transferência de elétrons, na diminuição na 

produção de ATP e liberação de proteínas pró-apoptóticas como o citocromo c que 

ativam as caspases e, culminando, na morte celular. Portanto, a manutenção do 

ΔΨm é uma condição essencial para a função mitocondrial e sobrevivência do 

parasito (SMIRLIS et al., 2011; TAYLOR-BROWN; HURD, 2013).  

 A análise do ΔΨm em promastigotas de L. amazonensis tratados com AMQ-j 

foi realizada mediante a incubação com dois marcadores fluorescentes distintos, 

Rodamina 123 e JC-1. Os resultados obtidos por citometria de fluxo (marcação com 

Rodamina 123) e por fluorimetria (marcação com JC-1) demonstraram o colapso do 

ΔΨm em promastigotas tratadas com diferentes concentrações do AMQ-j. A 

disfunção mitocondrial nas formas promastigotas tratadas com AMQ-j foi confirmada 

por microscopia eletrônica de transmissão (MET) que evidenciou nítidas alterações 

na morfologia mitocondrial que se apresentou dilatada e inchada. O composto 

também induziu despolarização mitocondrial nas formas amastigotas, evidenciada 

nos ensaios com os amastigotas intracelulares (macrófagos infectados) e com 

amastigotas-like obtidos do sobrenadante de células Vero infectadas (amastigotas 

axênicos). De modo interessante, não foi observado alteração no ΔΨm dos 

macrófagos não infectados e tratados com o composto, corroborando a sua ação 

seletiva sobre o parasito e a baixa citotoxicidade para macrófagos determinada pela 
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atividade da desidrogenase mitocondrial pelo método do MTT e confirmada por 

microscopia ótica.  

 O principal sítio responsável pela produção mitocondrial de EROs é a cadeia 

respiratória e o comprometimento no seu funcionamento resultante do colapso 

mitocondrial tem como consequência um aumento na geração de EROs, sendo este 

também um dos mecanismos indutores de morte celular programada (ROY et al., 

2008; MENNA-BARRETO et al., 2009; FIDALGO; GILLE, 2011; MENNA-BARRETO; 

DE CASTRO, 2014). A produção excessiva de EROs mitocondrial induz a oxidação 

de macromoléculas essenciais como proteínas, DNA e lipídios, desencadeando um 

acúmulo de danos irreversíveis em estruturas celulares que são incompatíveis com a 

sobrevivência do parasito (KOWALTOWSKI et al., 2009; SMIRLIS et al., 2011; 

LAZARIN-BIDÓIA et al., 2013). No presente trabalho foi observado um aumento 

significativo nos níveis de EROs tanto em promastigotas quanto em macrófagos 

infectados com L. amazonensis e tratados com AMQ-j, fornecendo mais uma forte 

evidência de que a mitocôndria é um alvo central para a ação do composto. 

No intuito de proteger o parasito frente ao estresse oxidativo desencadeado 

pela produção excessiva de EROs mitocondrial, a Leishmania e demais 

tripanossomatídeos patogênicos possuem um sistema de detoxificação bem 

diferenciado das células de mamífero. Entre as peculiaridades do metabolismo redox 

destes protozoários, destaca-se a presença da Tripanotiona redutase (TriR), 

encontrada exclusivamente em tripanossomatídeos. A TriR é uma enzima chave na 

manutenção do metabolismo redox e sobrevivência do parasito, uma vez que 

catalisa a redução da tripanotiona dissulfeto (T[S]2) à tripanotiona ditiol (T[SH]2) 

numa reação dependente de NADPH, resultando numa cascata de reações que 

culmina na neutralização de EROs e espécies reativas do nitrogênio (VAN ASSHIE 

et al., 2011; LEROUX; SIEGEL, 2015; RAJASEKARAN; CHEN, 2015). Apesar da 

similaridade entre o ciclo redutivo da glutationa de humanos com o da TriR dos 

tripanossomatídeos, ambas possuem diferenças na arquitetura dos seus sítios 

ativos, tendo a capacidade de discriminar entre os respectivos substratos 

dissulfutetos, o que configura a TriR como um alvo terapêutico valioso para a 

quimioterapia de tripanossomatídeos (PAL; BANDYOPADHYAY, 2012, TOMÁS; 

CASTRO, 2013; LEROUX; SIEGEL, 2015).   

Uma vez observado o aumento expressivo nos níveis de EROs após 

tratamento com AMQ-j, avaliou-se a capacidade do composto de inibir a atividade da 



132 



tripanotiona redutase (TriR). As análises in silico mostraram que o composto inibe 

com elevada afinidade o sítio de ligação da enzima com o cofator NADP, com uma 

concentração inibitória (Ki) de 17, 86 µM. Os resultados obtidos sugerem que o 

AMQ-j atua como um inibidor da atividade da TriR de L. amazonensis, e este pode 

ser um dos mecanismos responsáveis pela excessiva produção de EROs 

mitocondrial, culminando no estresse oxidativo, colapso do ΔΨm e, consequente, 

morte do parasito (LAZARIN-BIDÓIA et al., 2013; VAN ASSHE et al., 2011). Dentre 

os diversos derivados de quinolinas identificados quanto a sua atividade 

leishmanicida, diversos já foram reconhecidos pela sua atividade inibitória sobre a 

TriR (PAL; BANDYOPADHYAY, 2012; LEROUX; SIEGEL, 2015; SOLA et al., 2015). 

Estudos apontam que a presença do átomo de nitrogênio protonável do núcleo 

quinolínico seja o elemento chave para a inibição da TriR, uma vez que mimetiza o 

substrato positivamente carregado (tripanotiona dissulfido) (SOLA et al., 2015). A 

inibição da atividade da TriR da Leishmania associada ao aumento nos níveis de 

EROs é também um dos mecanismos de ação já descrito para os antimoniais 

pentavalentes (BAIOCCO et al., 2009). 

Os Corpúsculos lipídicos (CLs) são organelas citoplasmáticas especializadas 

no armazenamento de lipídios neutros, incluindo triacilgliceróis e ésteres de 

colesterol (MELO et al., 2012). Essas estruturas estão relacionadas ao metabolismo 

e tráfego lipídico, sinalização celular e produção de mediadores inflamatórios, tais 

como eicosanoides, prostaglandinas e leucotrienos (BOZZA et al., 2009). Além disto, 

estudos já evidenciaram o papel dos CLs na imunoregulação na presença de 

doenças inflamatórias (BOZZA; BANDEIRA-MELO, 2005) e em infecções com 

protozoários, como T. cruzi (D’AVILA et al., 2011) e L. amazonensis (PINHEIRO et 

al., 2009). Em protozoários, o acúmulo de CLs no citoplasma da célula hospedeira 

está associado a indução da produção de mediadores inflamatórios, tais como a 

prostraglandina E2 e inibição da resposta Th1 pelo hospedeiro, a qual favorece a 

multiplicação intracelular do parasito e estabelecimento da infecção (D’AVILA et al., 

2011; TOLEDO et al., 2016). Estudos recentes comprovam a correlação direta entre 

o acúmulo de CLs no citoplasma da célula e a disfunção mitocondrial. A hipótese é 

de que as EROS formados sob condições de estresse mitocondrial reajam 

reversivelmente com os grupamentos tiol das enzimas envolvidas na β-oxidação de 

ácidos graxos, resultando no acúmulo de lipídios neutros no citoplasma das células. 

A formação do CLs seria, portanto, um importante marcador de estresse celular 
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(BOREN; BRINDLE, 2012; LEE et al., 2013). Diante destas evidências, inúmeros 

estudos têm descrito o acúmulo de corpúsculos lipídicos em tripanossomatídeos sob 

condições de estresse celular, dentre eles, o tratamento com diferentes classes de 

drogas (DE MACEDO-SILVA et al., 2013; GODINHO et al., 2013; LAZARIN-BIDÓIA 

et al., 2015). Análises realizadas por fluorimetria após incubação com Nile Red, um 

marcador fluorescente específico para lipídios neutros demonstrou um aumento 

significativo na porcentagem de promastigotas positivamente marcados após 

tratamento com AMQ-j. Estas observações foram corroboradas por MET que 

evidenciou o acúmulo de CLs, visualizados na forma de estruturas arredondadas 

elétron-densas distribuídas no citoplasma dos promastigotas. 

 Este conjunto de resultados indicam que o mecanismo de ação do composto 

AMQ-j está fortemente relacionado a disfunção mitocondrial desencadeada por 

diferentes fatores: colapso do potencial de membrana mitocondrial, inchaço da 

organela, aumento na produção de EROS, inibição da atividade da tripanotiona 

redutase e acúmulo de CLs (FIDALGO; GILLE, 2011; MENNA-BARRETO; DE 

CASTRO, 2014). 

Uma vez evidenciado o drástico efeito do composto AMQ-j na mitocôndria e 

visto o papel central desta organela na regulação da apoptose, verificou-se se o 

efeito leishmanicida do composto estaria associado a indução de morte por 

"apoptose-like" do parasito a partir de uma série de alterações bioquímicas, 

morfológicas e celulares sugestivas do processo. 

 A apoptose pode ser bioquimicamente caracterizada a partir da alteração na 

composição dos fosfolipídios de membrana. Em células saudáveis, a fosfatidilserina 

encontra-se na porção interna da membrana plasmática. Nos estágios iniciais de 

apoptose, contudo, ocorre a externalização deste fosfolipídio na superfície externa 

da membrana plasmática (HENRY et al., 2013) A expressão deste fenótipo 

apoptótico é comumente evidenciada mediante o ensaio de marcação com anexina 

V. A anexina V é integrante de uma família de proteínas com elevada especificidade 

para fosfolipídios carregados negativamente como a fosfatidilserina (PS). Embora a 

marcação com anexina V não ocorra exclusivamente para PS, a anexina V possui 

elevada afinidade por este fosfolipídio, o qual é exposto numa porcentagem 

expressiva na superfície da membrana plasmática dos promastigotas em estágios 

iniciais de apoptose (RODRIGUES et al., 2002; IMBERT et al., 2012; SHADAB et al., 

2017). Análises realizadas por citometria apontaram que o tratamento com AMQ-j 
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induziu um aumento dose-dependente na porcentagem de promastigotas 

positivamente marcados para anexina V.  

 A apoptose é também classicamente caracterizada mediante modificações 

drásticas na organização estrutural do núcleo e marcadas pela: (i) condensação da 

cromatina em massas elétron-densas revelada por meio de análises por MET; (ii) 

fragmentação do DNA nuclear, a qual pode ser evidenciada por microscopia de 

fluorescência utilizando marcadores específicos para DNA (ensaio de TUNEL) e por 

citometria de fluxo por meio da análise das fases do ciclo celular (JIMÉNEZ-RUIZ et 

al., 2010). A partir dos resultados obtidos foi possível constatar que o composto 

AMQ-j interage com o DNA das formas promastigotas de L. amazonensis, 

desencadeando perturbações estruturais no DNA evidenciadas pela desorganização 

da cromatina em massas elétron-densas condensadas revelada pela MET e 

alterações drásticas nas fases do ciclo celular, com aumento na população de 

parasitos na fase sub G0/G1, indicativa de fragmentação do DNA. A fragmentação 

do DNA foi também avaliada em macrófagos infectados e tratados com AMQ-j e 

análises por microscopia de fluorescência pelo ensaio de TUNEL revelou que o 

composto induziu seletivamente a fragmentação do DNA das formas amastigotas 

intracelulares, sem induzir degradação do DNA da célula hospedeira.  

 O conjunto de dados obtidos fornece fortes evidências de que o composto 

AMQ-j induz morte por apoptose-like em L. amazonensis, atuando seletivamente nos 

parasitos. Na literatura, estudos acerca do mecanismo de ação das quinolinas em 

Leishmania são escassos e inconclusivos, e direcionados aos derivados de 8-

aminoquinolinas, tais como sitamaquina (CARVALHO et al., 2010) e tafenoquina 

(CARVALHO et al., 2011) e, mais recentemente, a 8-hidroxiquinolina (COSTA 

DUARTE et al., 2016). Os estudos sugerem que, semelhante ao observado para 

AMQ-j; sitamaquina, tafenoquina e 8-hidroxiquinolina induzem a morte por apoptose 

em Leishmania.  

  Embora a apoptose e autofagia sejam evidenciadas a partir de processos 

bioquímicos, moleculares e morfológicos distintos, ambas estão estritamente 

relacionadas a disfunção mitocondrial (FILOMENI et al., 2015). Uma vez que o 

composto provoca drásticas alterações na morfologia e função mitocondrial, avaliou-

se a possível indução de autofagia após tratamento com AMQ-j. Nos últimos anos, a 

indução de morte por autofagia tem despertado interesse como um potencial alvo 

terapêutico para a ação de fármacos antiprotozoários (BRENNAND et al., 2011, 
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2012; DE MACEDO-SILVA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014; LAZARIN-BIDÓIA 

et al., 2015). Um método muito utilizado para avaliar a morte por autofagia é 

mediante a marcação com corantes acidotrópicos e, dentre estes, o MDC é 

considerado um marcador específico para autofagossomos (BIEDERBICK, KERN e 

ELSÄSSER, 1995, MIZUSHIMA, 2004).  

 Análises realizadas por fluorimetria e microscopia de fluorescência 

demonstraram a presença/acúmulo de vacúolos marcados com MDC em 

promastigotas tratadas com AMQ-j, as quais foram confirmadas por análises por 

MET. Outra  observação importante é que análises por MET dos promastigotas 

tratados com AMQ-j revelou a localização de corpúsculos lipídicos (CLs) próximos 

aos vacúolos autofágicos, o que sugere que estes vacúolos possam estar atuando 

na remoção destes lipídios anormais, que possivelmente acumularam-se no 

citoplasma após tratamento com a droga. Assim como anteriormente observado por 

De Macedo-Silva et al. (2013) em um estudo realizado em promastigotas e 

amastigotas de L. amazonensis após tratamento com os antifúngicos azólicos, 

itraconazol e posaconazol.  

 Observações por MET revelou ainda o acúmulo de corpos multivesiculares, 

um compartimento de natureza lisossomal, dentro de vacúolos em promastigotas de 

L. amazonensis tratadas como AMQ-j. O acúmulo de corpos multivesiculares já foi 

demonstrado após tratamento com diferentes drogas tripanomicidas e a hipótese é 

de que a formação de tais estruturas esteja relacionada ao comprometimento do 

mecanismo de endocitose do parasito e, consequentemente, a absorção de íons 

ferro e macromoléculas, essenciais para a sua sobrevivência (VANNIER-SANTOS et 

al., 1995; RODRIGUES et al., 2005; MENNA-BARRETO et al., 2009; SÜLSEN et al., 

2011; ROCHA et al., 2013).  

 Outra característica indicativa de morte autofágica observada após tratamento 

com o composto foi o acúmulo de organelas vesiculares ácidas determinada após 

marcação com o corante acidotrópico laranja de acridina e também observada 

mediante análises por MET que revelou a presença de vesículas no citoplasma dos 

promastigotas tratados com AMQ-j. Estudos relacionados ao mecanismo de ação da 

tafenoquina em Leishmania e T. brucei e da sitamaquina em Leishmania também 

demonstraram disfunção lisossomal, bem como evidenciaram o acúmulo do fármaco 

dentro do acidocalcissoma, um compartimento de natureza acídica exclusivamente 

encontrado em tripanossomatídeos e responsável pelo armazenamento de cálcio 
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intracelular, dentre outras funções. O acúmulo da droga no interior do 

acidocalcissoma induz alcalinização da organela, levando a liberação de cálcio no 

citosol e o consequente colapso do potencial de membrana mitocondrial após 

captação do cálcio pela membrana mitocondrial (CARVALHO et al., 2010, 2011, 

2015). Estas observações nos levam a especular que o composto AMQ-j, 

possivelmente, atua sobre o acidocalcissoma, visto sua característica favorável de 

base fraca e seu acúmulo no interior de compartimentos acídicos 

 O conjunto de dados nos permite inferir algumas hipóteses sobre as principais 

vias a partir da qual o composto AMQ-j induziu o processo de morte por autofagia: (i) 

diretamente, induzindo a morte por autofagia; (ii) indiretamente, este processo pode 

estar relacionado ao drástico efeito do composto na mitocôndria e um processo 

seletivo de autofagia (mitofagia) foi desencadeado no intuito de degradar a organela 

danificada e, portanto, não-funcional (BRENNAND et al., 2011; YOULE; 

NARENDRA, 2011; GALLUZZI et al., 2012; FILOMENI et al., 2015; SICA et al., 

2015); (iii) o composto, assim como outros derivados de aminoquinolinas, como a 

cloroquina, sitamaquina e tafenoquina tem a propriedade de base fraca e, 

diretamente, a droga penetra pela membrana do parasito por difusão e é, em 

seguida, protonada, sequestrada, acumulando-se, em concentrações elevadas, 

dentro de compartimentos acídicos. Este acúmulo do composto pode resultar na 

alcalinização do lisossomo, interferindo na função das hidrolases lisossomais e 

resultando na ruptura da função lisossomal; bem como no acúmulo da droga no 

interior do vacúolo parasitóforo (VP), resultando no aumento do pH no interior do VP, 

diminuição na capacidade de aquisição de íons e macromoléculas essenciais para a 

viabilidade do parasito e culminando na morte do parasito (O'NEILL et al., 1998; 

BOYA et al., 2003; CARVALHO et al., 2011, 2015; DUSZENKO et al., 2011; 

BRENNAND et al., 2012).  

 Em paralelo a estes estudos, avaliou-se a indução de morte por necrose após 

tratamento com AMQ-j. Classicamente, a morte por necrose pode ser determinada 

pela avaliação da integridade da membrana plasmática, visto que a permeabilização 

da membrana plasmática ser característica exclusiva de morte por necrose 

(KROEMER et al., 2009; KEEP et al., 2011). A mitocôndria é também a principal 

reguladora da morte por necrose (KEEP et al., 2011; BERGUE et al., 2014). Uma 

vez que o composto induziu colapso da membrana mitocondrial, avaliou-se o 

possível efeito do composto sobre a integridade da membrana plasmática. A 
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avaliação da permeabilidade da membrana plasmática das formas promastigotas e 

amastigotas axênicas mediante incubação com iodedo de propídeo, um marcador 

impermeável à membrana plasmática íntegra; bem como observações das formas 

promastigotas por MET não indicaram ruptura da membrana plasmática do parasito 

após tratamento com o composto, descartando-se a hipótese de indução de morte 

por necrose. 

 A produção de óxido nítrico é um importante mecanismo microbicida utilizado 

pelos macrófagos na eliminação dos amastigotas intracelulares in vitro e in vivo 

(HORTA et al., 2011; VAN ASSCHE et al., 2011; LIU; UZONNA, 2012). Com o intuito 

de avaliar o efeito imunomodulatório do composto AMQ-j, avaliou-se a produção de 

NO em macrófagos infectados com L. amazonensis e tratados com AMQ-j. Os 

resultados mostraram que não houve aumento nos níveis de produção de NO pelos 

macrófagos tratados com AMQ-j, mesmo incubando com concentrações mais 

elevadas (30,0 µg/mL) (Capítulo 2- Chemical Biology and Drug Design, 2015). Estes 

resultados sugerem que a diminuição expressiva na carga global dos amastigotas e 

na porcentagem de macrófagos infectados induzida pelo composto não está 

relacionada a ativação da produção de NO pela célula hospedeira. A principal 

hipótese é de que o AMQ-j penetre na célula hospedeira, acumulando-se em 

elevadas concentrações no vacúolo parasitóforo e atuando diretamente sobre os 

amastigotas intracelulares; apesar de não descartarmos a possibilidade de que 

outros mecanismos microbicidas, dentre eles, a produção de EROS possa estar 

envolvida na morte do parasito (COSTA DUARTE et al., 2016). 

 O conjunto de dados reunidos acerca dos processos de morte celular 

induzidos pelo AMQ-j apontam que o efeito do composto em L. amazonensis está 

relacionado a múltiplos alvos; afetando a tripanotiona redutase (TriR), organelas e 

estruturas celulares chaves, como mitocôndria, membrana plasmática, núcleo e 

lisossoma, e induzindo uma série de alterações fenótipicas compatíveis com 

processos de morte por autofagia e apoptose. A Figura 5 ilustra as principais 

alterações celulares induzidas pelo AMQ-j. 
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Figura 5:  Representação esquemática do modo de ação do AMQ-j em L. amazonensis. Os 
resultados obtidos acerca do modo de ação do AMQ-j apontam que a mitocôndria é uma organela 
chave para ação do composto e evidenciada por uma série de disfunções mitocondriais, como: perda 
do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm), inchaço da organela, aumento na produção de 
Espécies Reativas do Oxigênio (EROS) e acúmulo de corpúsculos lipídicos (CLs) no citoplasma nas 
formas promastigotas. Nestas formas biológicas, o tratamento com AMQ-j induziu diferentes 
alterações bioquímicas e celulares sugestivas de morte por apoptose como: redução do volume 
celular, exposição de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmática, manutenção da 
integridade da membrana plasmática e alterações drásticas no núcleo celular (desorganização da 
cromatina em massas elétron-densas condensadas e fragmentação do DNA). O efeito do composto 
está também fortemente associado a indução de morte por autofagia e caracterizada por diferentes 
alterações celulares: acúmulo de vacúolos autofágicos, formação de corpos multivesiculares dentro 
de vacúolos, presença de vesículas citoplasmáticas e acúmulo de compartimentos acídicos no 
citoplasma dos promastigotas. Em macrófagos infectados, o composto reduz significativamente a 
carga parasitária, possivelmente desencadeando a morte por apoptose, tendo sido observado 
fragmentação do DNA dos amastigotas intracelulares e aumento nos níveis de EROs, sem indução 
da produção de óxido nítrico (ON). Estudos in silico sugerem que AMQ-j é um potencial inibidor da 
tripanotiona redutase (TriR), enzima chave na defesa antioxidante do parasito.  

 

 

 O conjunto de resultados obtidos acerca da atividade leishmanicida in vitro e 

do mecanismo de ação do composto AMQ-j acima descritos, além de se serem 

etapas fundamentais para o desenvolvimento de novos fármacos, nos estimularam a 

continuidade dos estudos com este composto. Assim, na etapa final deste trabalho, 

avaliou-se a atividade in vivo do composto AMQ-j em um modelo experimental de 

infecção com L. amazonensis (Capítulo 4: manuscrito em preparo para submissão). 

A infecção experimental foi realizada em camundongos BALB/c que são 
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extremamente susceptíveis a infecção com L. amazonensis e considerado um 

modelo altamente adequado para a avaliação da eficácia in vivo de drogas (MIGUEL 

et al., 2008; DA CUNHA-JUNIOR et al., 2011; ROSSI-BERGMANN et al., 2012; 

MONTRIEUX et al., 2014). A infecção de camundongos BALB/c com L. 

amazonensis é caracterizada pelo desenvolvimento de uma lesão progressiva no 

sítio da infecção que reproduz aspectos da infecção humana com presença de 

lesões ulceradas, seguido pela disseminação do parasito para a região dos 

linfonodos, e metástases para sítios distantes. Outro aspecto importante é o 

predomínio de resposta imune de perfil Th2, não-cura e evolução fatal (FOURNET et 

al. 1996; CUPOLILO et al. 2003; VALADARES et al. 2012, SCOTT; NOVAIS, 2016). 

 Neste trabalho, o efeito leishmanicida in vivo do composto AMQ-j foi avaliado 

pela via intralesional (IL) num esquema de tratamento realizado duas vezes por 

semana, num total de oito doses, e iniciando-se o tratamento imediatamente após a 

infecção, antes do estabelecimento da lesão. A escolha pela administração da droga 

pela via IL foi baseada em diversos critérios, dentre eles: (i) ausência de 

informações acerca da toxicidade in vivo do composto pelas vias sistêmicas (oral, 

intraperitoneal ou intravenosa); (ii) a via de administração IL reduz a dosagem da 

droga e o risco de toxicidade sistêmica, com possibilidade de redução do tempo e 

custo do tratamento; (iii) é uma formulação atrativa para o desenvolvimento de 

novas drogas para o tratamento tópico da LC, uma vez que a droga é administrada 

diretamente no sítio da infecção (MISHRA et al., 2007; GARNIER et al., 2006; 

MONTRIEUX et al., 2014).  

 Na literatura, diversos estudos in vivo têm relatado o uso tópico dos fármacos 

clinicamente utilizados, como Glucantime (SALMANPOUR et al., 2006), 

Estibogluconato de sódio (EL-SAYED; ANWAR, 2010), Anfotericina B lipossomal 

(YARDLEY; CROFT, 1997) e miltefosina (VAN BOCXLAER et al., 2016). 

Atualmente, uma formulação tópica da paromomicina 15% tem sido utilizada no 

tratamento da LC em países do Velho Mundo. Contudo, apresentou eficácia limitada 

em espécies do Novo Mundo (GONÇALVES et al., 2005; BEN SALAH et al., 2009). 

 Recentemente, a OMS recomendou a inclusão do tratamento pela via tópica e 

localizada dentre as alternativas terapêuticas para o tratamento da leishmaniose em 

países do Novo Mundo (WHO, 2010). Em 2013, o Comitê para Leishmanioses da 

Organização Pan-Americana de Saúde também incluiu o tratamento intralesional 

para o tratamento da LCL (OPS, 2013). Estudos realizados no Brasil em pacientes 
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com LCL demonstraram boa resposta clínica do Glucantime pela via intralesional. 

Contudo, os estudos apresentaram divergência cerca do regime terapêutico 

adotado, sobretudo, no que se refere a concentração da droga administrada, 

intervalo entre as doses e tempo de duração do tratamento, o que dificulta a 

avaliação criteriosa da eficácia do fármaco (OLIVEIRA-NETO et al., 1997; 

VASCONCELOS et al., 2012; FERREIRA-VASCONCELLOS et al., 2014; SILVA et 

al., 2016). 

 Os principais critérios para avaliação da eficácia in vivo de drogas em 

modelos experimentais de leishmaniose cutânea são a medida do tamanho lesão e 

a quantificação da carga parasitária pelo método da diluição limitante (LDA) 

(REIMÃO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016). A análise da medida do tamanho das 

lesões indicou que a administração intralesional do composto AMQ-j na 

concentração de 100 µg/kg do AMQ-j resultou em uma redução parcial, porém 

expressiva do tamanho da lesão. Em relação a avaliação da carga parasitária pelo 

método da “Limiting dilution assay” (LDA), os resultados apontaram que o tratamento 

com AMQ-j resultou em uma redução expressiva da carga parasitária da orelha e do 

linfonodo drenante da lesão, demonstrando que o tratamento com uma 

concentração baixa da droga (100 µg/kg) foi capaz de alcançar os macrófagos 

infectados da derme profunda em concentrações terapêuticas. O grupo tratado com 

o fármaco de referência, Anfotericina B, na concentração de 250 µg/kg apresentou 

resolução das lesões e eliminação da carga parasitária da orelha, embora não tenha 

levado a cura estéril, uma vez que um número significativo de parasitos ainda 

permaneceu viável nos linfonodos. Dados da literatura acerca da eficácia da 

Anfotericina B pela via intralesional em modelos experimentais de infecção com L. 

amazonensis são escassos. Rossi-Bergmann et al (2012) também comprovaram a 

eficácia da Anfotericina B pela via intralesional em camundongos infectados com L. 

amazonensis, utilizando um esquema de tratamento com 2 mg/Kg da droga duas 

vezes por semana durante quatro semanas. 

 Apesar do ensaio da LDA ser o método de quantificação da carga parasitária 

mais utilizado em modelos experimentais de infecção com Leishmania, este é um 

processo laborioso, caro e demorado, pois requer a incubação da cultura por um 

tempo prolongado (7-10 dias). Outra limitação do método é a possibilidade de 

contaminação da cultura resultante da manipulação durante as etapas do 

experimento, ou em função do tempo prolongado de incubação ou até mesmo 
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resultante da contaminação bacteriana secundária provenientes da lesão (KOBETS 

et al., 2012; REIMÃO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016).  Além disto, o método 

consegue determinar somente os amastigotas capazes de se diferenciarem em 

promastigotas e sobreviver em cultura após incubação com antibiótico (REIMÃO et 

al., 2013).  

 Uma alternativa ao método da LDA é a quantificação da carga parasitária por 

fluorimetria em cepas de Leishmania transfectadas com proteínas fluorescentes. As 

vantagens deste método são inúmeras e incluem: rapidez na obtenção dos 

resultados, reprodutibilidade, alta sensibilidade e permite a determinação da carga 

parasitária diretamente do extrato de parasitos obtidos a partir do macerado da lesão 

sem necessidade de incubação da cultura, minimizando os riscos de contaminação 

bacteriana (REIMÃO et al., 2013). No modelo experimental utilizado no presente 

trabalho, os ensaios in vivo foram realizados com uma cepa de L. amazonensis-GFP 

permitindo a quantificação da carga parasitária por fluorimetria. Os dados obtidos 

revelaram uma redução expressiva da carga parasitária da orelha no grupo tratado 

com AMQ-j, bem como a eliminação total da carga parasitária no grupo tratado com 

Anfotericina B, corroborando os resultados obtidos pelo método da LDA. 

 Numa análise comparativa dos resultados obtidos para os dois parâmetros 

avaliados (tamanho da lesão x carga parasitária), foi possível verificar uma redução 

somente parcial no tamanho da lesão (48%) após tratamento com AMQ-j, embora o 

tratamento tenha resultado numa inibição expressiva da carga parasitária (97,3%). 

Uma possível justificativa seria o fato de que o desenvolvimento da lesão é 

resultante não somente da multiplicação do parasito no sítio da infecção; mas 

também do estado de ativação do sistema imune do hospedeiro, bem como do 

processo inflamatório progressivo que, em muitos casos, é de difícil regressão 

(OLIVEIRA et al., 2011; QUEIROZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; VAN 

BOCXLAER et al,, 2016).  

  Embora no presente trabalho o regime terapêutico tenha sido realizado pela 

via IL utilizando uma dose reduzida do composto, uma concentração significativa da 

droga pode ser absorvida pela circulação sanguínea (ROSSI-BERGMANN et al., 

2012). A reduzida toxicidade do AMQ-j para os parâmetros hepático, renal e 

cardíaco indica que, apesar do tratamento com múltiplas doses, o composto possui 

baixa absorção sistêmica, provavelmente, resultante da baixa dose administrada, 

bem como da taxa de liberação sistêmica mais lenta da droga. Por outro lado, o 
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tratamento IL com Anfotericina B resultou no aumento dos níveis das enzimas ALT e 

creatinina, indicativas de toxicidade hepática e renal, respectivamente. Estes 

resultados são condizentes com resultados previamente observados por Rossi-

Bergmann et al (2012) em um modelo experimental com L. amazonensis utilizando 

tratamento pela via intralesional. O aumento nestes parâmetros de toxicidade seria 

compatível com a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade em humanos, que são 

considerados um dos principais efeitos adversos induzidos pelo fármaco (YARDLEY; 

CROFT, 1997; DERAY, 2002; ROSSI-BERGMANN et al., 2012). 

 No intuito de avaliar o potencial do composto AMQ-j em modular a resposta 

imune do hospedeiro, quantificou-se os níveis dos anticorpos IgG total, IgG1 e 

IgG2a. Verificou-se que os níveis dos anticorpos IgG total e IgG2a de animais 

tratados com AMQ-j foram significativamente mais elevados em comparação com os 

animais tratados com DMSO ou Anfotericina B. Além disto, verificou-se no grupo 

experimental tratado com AMQ-j uma tendência para o aumento de anticorpos da 

subclasse IgG2a em relação a IgG1, os quais tem sido utilizados como marcadores 

específicos para a ativação da resposta Th1 e Th2, respectivamente. Estes 

resultados preliminares sugerem um redirecionamento do perfil de resposta imune 

do tipo Th2 para uma resposta Th1, a qual tem sido considerada mais adequada 

para o controle da infecção (AFONSO; SCOTT 1993, ROSTAMIAN et al., 2015). Os 

resultados obtidos estão em concordância com outros estudos in vivo de infecção 

com leishmaniose cutânea que também demonstraram aumento nos níveis de IgG2a 

após tratamento com drogas (VALADARES et al., 2012; CHARRET et al., 2013; 

GAMBOA-LEON et al., 2014).  

 Apesar do esquema de tratamento ter sido realizado pela via de 

administração IL, estudos computacionais (in silico) acerca das propriedades 

farmacocinéticas e físico-químicas foram conduzidos no intuito de avaliar a 

biodisponibilidade e toxicidade do composto para uso oral e potencial uso como 

fármaco. Inicialmente, realizou-se análises in silico das propriedades físico-químicas 

do composto AMQ-j baseando na "Regra de Lipinski". A regra de Lipinski ou “regra 

dos cinco” é um conjunto de condições empíricas inferidas por Lipinski et al. (1997) 

num trabalho de análise estatística de propriedades físico-químicas de fármacos 

conhecidos. Segundo os critérios utilizados por esta metodologia, uma molécula 

para ser considerada um bom fármaco não deve violar mais do que um dos 

seguintes parâmetros: peso molecular menor ou igual a 500, coeficiente de partição 
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octanol-água abaixo de 5 (log P menor ou igual a 5), presença de grupos aceptores 

de ligação de Hidrogênio menor ou igual a 10 e presença de grupos doadores de 

ligação de hidrogênio menor ou igual a 5. As análises teóricas demonstraram que o 

composto atendeu a todos os parâmetros, uma vez que apresenta baixo peso 

molecular (269,07 g/mol), log P de 4,31, presença de dois grupos funcionais 

capazes de atuar como doadores e um grupo aceptor de hidrogênio. As análises de 

predição das propriedades farmacocinéticas de ADMET (Absorção, Distribuição, 

Metabolismo, Excreção e Toxicicidade) sugerem que o composto AMQ-j apresenta 

uma excelente biodisponibilidade pela via oral, com elevada absorção intestinal 

humana e permeabilidade para as células Caco-2. Em relação a toxicidade oral 

aguda, o composto se enquadra na categoria III de compostos com valores de dose 

letal (DL50) superiores a 500 mg/kg. A simulação da afinidade do composto para o 

sítio ativo das principais isoformas do citocromo P450, um grupo de hemoproteínas 

responsáveis pelo metabolismo de fármacos, indicou alta probabilidade da droga 

atuar como um inibidor promíscuo das principais enzimas do complexo CYP450 

(CHENG et al., 2012; FONSECA-SILVA et al., 2016).  

 Os resultados demonstram a eficácia in vivo e baixa toxidez do composto 

AMQ-j pela via intralesional no modelo murino de infecção com L. amazonensis. 

Contudo, estudos ainda são necessários para a determinação da melhor dose e 

regime terapêutico ideal no intuito de reduzir o tempo de tratamento e otimizar sua 

eficácia terapêutica, assim como obter maiores informações acerca do possível 

efeito imunomodulatório do composto.  Outro achado importante é que os estudos 

de predição in silico acerca das propriedades farmacocinéticas (ADMET) e 

características físico-químicas (regra de Lipinsky) demonstraram um excelente perfil 

do AMQ-j para ser utilizado pela via oral.  

 Estes resultados iniciais fornecem perspectivas para a avaliação da atividade 

in vivo do composto AMQ-j pela via oral de forma isolada ou na terapia combinada 

com fármacos utilizados no tratamento das leishmanioses, bem como avaliar a 

eficácia da droga em modelos de infecção com outras espécies relacionadas a 

leishmaniose tegumentar americana. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os derivados de 4-

aminoquinolinas (4-AMQs) avaliados representam uma classe de compostos com 

atividade leishmanicida promissora, com destaque para a série de derivados da 

hidrazina e hidrazida com atividade expressiva em amastigotas intracelulares de 

ambas as espécies de Leishmania avaliadas e baixa citotoxicidade para macrófagos 

murinos. 

 O derivado AMQ-j foi o mais ativo apresentando um CI50 de 3,7 e 1,4 µg/mL 

para formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. braziliensis, 

respectivamente, e um CI50 de 5,9 e 2,6 µg/mL para promastigotas e amastigotas 

intracelulares L. amazonensis (cepa PH8), respectivamente. 

 Os resultados obtidos acerca do modo de ação do AMQ-j em promastigotas e 

amastigotas de L. amazonensis apontam que a mitocôndria é uma organela chave 

para ação do composto e evidenciada por uma série de disfunções mitocondriais, 

como: colapso do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm), inchaço da organela, 

aumento na produção de Espécies Reativas do Oxigênio (EROs) e acúmulo de 

corpúsculos lipídicos (CLs) no citoplasma.  

 O efeito do AMQ-j em promastigotas está associado a diferentes alterações 

bioquímicas e celulares sugestivas de morte por apoptose como: redução do volume 

celular, exposição de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmática, 

manutenção da integridade da membrana plasmática e alterações drásticas no 

núcleo celular (desorganização da cromatina em massas elétron-densas 

condensadas e fragmentação do DNA).  

 Em macrófagos infectados, o composto reduz significativamente a carga 

parasitária, possivelmente desencadeando a morte por apoptose, tendo sido 

observado fragmentação do DNA dos amastigotas intracelulares e aumento nos 

níveis de EROs, sem indução da produção de óxido nítrico (ON).  

 O efeito do composto está também fortemente associado a indução de morte 

por autofagia evidenciada pelo acúmulo de vacúolos autofágicos, formação de 

corpos multivesiculares dentro de vacúolos, presença de vesículas citoplasmáticas e 

acúmulo de compartimentos acídicos no citoplasma dos promastigotas.  
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 Estudos in silico sugerem que AMQ-j é um potencial inibidor da tripanotiona 

redutase (TriR), enzima chave na defesa antioxidante do parasito.  

 Esses achados representam contribuições valiosas no entendimento do 

mecanismo de ação dos derivados de 4-aminquinolinas em Leishmania.   

 Os resultados da avaliação da atividade in vivo do AMQ-j pela via intralesional 

em um modelo experimental de infecção com L. amazoensis demonstram que o 

composto possui um perfil promissor com inibição expressiva da carga parasitária 

(97,3%) e do tamanho da lesão (48%) sem indução de toxicidade sistêmica. 

 As análises de predição in silico relacionadas às propriedades 

farmacocinéticas (ADMET) e características físico-químicas (regra de Lipinsky) 

demonstram um excelente perfil do AMQ-j para ser utilizado pela via oral e fornecem 

perspectivas para a avaliação da eficácia da droga em modelos de infecção com 

outras espécies relacionadas a leishmaniose tegumentar americana. 
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ANEXOS: Comprovantes de aprovação dos projetos na Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da UFJF. 
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