
 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA 

PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

ÁREA DE CONCENTRAÇÃO: IMUNOLOGIA E DOENÇAS INFECTO PARASITÁRIAS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Juliana da Trindade Granato 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EFEITO ANTILEISHMANIAL DE DERIVADOS ESTEROIDAIS EM Leishmania sp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

JUIZ DE FORA, MG 
2018 



 

 

JULIANA DA TRINDADE GRANATO 

 

 

 

 

EFEITO ANTILEISHMANIAL DE DERIVADOS ESTEROIDAIS EM Leishmania sp 
 

 

 

 

Dissertação de Mestrado do Curso de Pós-

Graduação em Ciências Biológicas, para 

obtenção do Título de Mestre em Ciências 

Biológicas na área de concentração: 

Imunologia e Doenças Infecciosas e 

Parasitárias. 

 

 

 

Orientadora: 

Dra. Elaine Soares Coimbra 

Co-orientador: 

Dr. Adilson David da Silva 

 

 

 

 

JUIZ DE FORA, MG 
2018 



 

 

  



 

 

DEDICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu avô Francisco, que sempre esteve ao meu lado incentivando e apoiando, e 

infelizmente nos deixou em meio à realização deste trabalho. À minha mãe Maria 

Aparecida e ao meu pai Délio (in memorian) por terem me presenteado com a vida.  



 

 

AGRADECIMENTOS 

Primeiramente à Deus pelo dom da vida, pelo amparo, pela inspiração e proteção 

durante todo meu trajeto neste mundo. 

À minha mãe Maria Aparecida, ao meu irmão Aécio e minha avozinha Anita, pelo 

incentivo, paciência e momentos bons que me proporcionaram através da amizade e 

convívio em família.  

À Tainara pelo carinho, paciência e incentivo dado nos momentos difíceis durante essa 

trajetória. 

À todos os amigos e familiares que acreditam em mim e torceram para que eu pudesse 

vencer mais uma etapa importante em minha vida. 

À minha orientadora Dra. Elaine Soares Coimbra, pela dedicação, exemplo de ética e 

ensinamentos que tornou possível a realização deste trabalho.  

Ao professor Dr. Adilson David da Silva pela co-orientação e participação na síntese 

dos compostos. 

À Dra. Juliana Alves pela síntese dos compostos químicos utilizados neste estudo. 

Aos amigos do laboratório, que ajudaram a tornar o ambiente divertido e alegre. 

À Stephane, pela amizade, parceria, apoio e ajuda com os experimentos. 

À Juliane Marinho, pela amizade, apoio e pelos momentos de descontração. 

À todas as professoras do departamento de parasitologia, Dra. Kézia, Dra. Florence e 

Dra. Clarice, pelos ensinamentos. 

À Dra. Patrícia Machado e Dra. Luciana Antinarelli, pela amizade e por compartilharem 

seus conhecimentos comigo no início da minha caminhada. 

Ao programa de pós-graduação em Ciências Biológicas (Imunologia e DIP). 

Aos camundongos, pela importante contribuição na realização deste trabalho. 

À UFJF, Capes, FAPEMIG, CNPq pelo financiamento das pesquisas. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Se enxerguei mais longe foi porque me 
apoiei em ombros de gigantes. ”  
(Izaac Newton) 

  



 

 

 

RESUMO 

 

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças infecciosas causadas por protozoários 

do gênero Leishmania sp, responsáveis por um grande impacto socioeconômico mundial. Os 

tratamentos disponíveis para leishmanioses são limitados por apresentarem alta toxicidade, 

administração parenteral prolongada, alto custo e efeitos colaterais. Os esteroides constituem 

um grupo de compostos bastante diversificados com variada aplicabilidade na farmacologia. No 

entanto, a atividade antileishmanial desta classe ainda é pouco explorada. No presente 

trabalho, investigamos os efeitos antileishmanial de derivados sintéticos do colesterol e dos 

ácidos biliares cólico e desoxicólico. Além disso, determinamos, in vitro, possíveis 

alvos/alterações celulares importantes na atividade biológica do composto mais promissor, bem 

como analisamos in silico sua biodisponibilidade oral e propriedades farmacocinéticas. A 

atividade antipromastigota em Leishmania sp e citotoxicidade em macrófagos peritoneais foram 

determinadas pelo método colorimétrico MTT. A atividade antiamastigota foi avaliada em 

macrófagos infectados com L. amazonensis RFP após 72 horas de tratamento através de 

fluorimetria. Os efeitos do melhor composto em alvos celulares foram realizados utilizando 

marcação fluorescentes em promastigotas tratadas, e as análises in silico foram realizadas 

através de uma simulação computacional. Em uma análise geral dos resultados obtidos pelos 

testes in vitro, observa-se que entre os derivados esteroidais testados neste trabalho, os 

derivados do ácido desoxicólico apresentaram o melhor efeito antileishmanial para as formas 

promastigotas e amastigotas in vitro. Dentre esta série de compostos, o composto 11d (CI50 = 

15,04 µM) é o mais seletivo para amastigotas de L. amazonensis (IS >9,78) e o mais específico 

para a forma intracelular desta espécie. Este composto tem como provável alvo celular a 

mitocôndria, aumentando a produção de EROs e diminuindo o potencial de membrana 

mitocondrial. Além do mais, o composto mostrou causar danos no conteúdo de DNA do 

parasito. Estudos das propriedades físico-químicas e farmacocinéticas do composto 11d 

mostrou que ele possui capacidade de permear por membranas biológicas sendo possível a 

administração por via oral.  

.  

 

 
 
Palavras-chave: Esteroides, Leishmania sp, colesterol e ácidos biliares, leishmanioses, in 

silico.  



 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Leishmaniasis is a group of infectious diseases caused by protozoa of the genus Leishmania 

sp, responsible for a great socioeconomic impact worldwide. The available treatments for 

leishmaniasis are limited because they present high toxicity, parenteral administration, high cost 

and side effects. Steroids are a diversified group of compounds with varied applicability in 

pharmacology. However, the antileishmanial activity of this class is still little explored. In the 

present work, we investigated the antileishmanial effects of groups of steroidal derivatives: 

cholesterol; colic and deoxycholic acid. In addition, we determined, in vitro, possible important 

cellular targets/alterations in the biological activity of the most promising compound and in silico 

analysis of its oral bioavailability and pharmacokinetics. The antipromastigote activity in 

Leishmania sp and cytotoxicity in peritoneal macrophages were determined by the colorimetric 

method MTT. The antiamastigote activity was evaluated in with L. amazonensis-infected 

macrophages after 72 hours of treatment. The effects of the best compound on promastigote 

targets were performed using fluorescent labeling on treated promastigotes, and in silico 

analyzes were performed using computational tools. In a general analysis of the results 

obtained by the in vitro tests, it is observed that among the steroid derivatives tested in this 

work, the derivatives of deoxycholic acid presented the best antileishmanial effect for the 

promastigote and amastigote forms in vitro. Among this series of compounds, compound 11d 

(IC50 = 15.34 µM) is the most selective for L. amazonensis (SI>9.78) and the most specific for 

the intracellular form of this species. This compound has as probable cellular target the 

mitochondria, increasing the ROS production and decreasing the ΔΨm. Moreover, the 

compound has been shown to cause damage to the DNA content of the parasite. In silico 

studies of the physicochemical and pharmacokinetic properties of compound 11d showed that it 

has the ability to permeate through biological membranes and oral administration is possible. 

. 

Key words: Steroids, Leishmania sp, cholesterol and bile acids, leishmaniases, in silico. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

 

1.1 Leishmanioses  
 

 

Os países tropicais e subtropicais em desenvolvimento são acometidos por 

doenças infecciosas e endêmicas que representam um importante problema de 

saúde pública. Algumas delas, apesar do grande número de infectados, não atraem 

a atenção dos órgãos de saúde ou de grandes corporações farmacêuticas e, por 

isto, foram agrupadas e incluídas pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como 

“doenças tropicais negligenciadas” (DTNs). Essas doenças afetam mais de um 

bilhão de pessoas e estão distribuídas em 149 países (FEASEY et al., 2010; 

ERIKSSON e ERIKSSON, 2011). O incentivo à pesquisa nesta área é ainda muito 

restrito, devido ao pouco interesse da indústria farmacêutica, uma vez que essas 

doenças, na maioria das vezes, acometem populações carentes, que vivem em 

condições precárias, em afilado contato com os agentes infecciosos, seja por 

medidas de saneamento precárias, presença de vetores, e hospedeiros vertebrados 

(WHO, 2017a). 

As DTNs são causadas por organismos patogênicos como bactérias, vírus e 

parasitos. Atualmente, existem 17 DTNs, a maioria parasitárias, incluindo 

leishmanioses. Essas doenças levam as populações acometidas a um sério quadro 

de enfermidades, baixa autoestima e morte, resultando em sérios impactos sociais e 

econômicos (DIAS e DESSOY, 2010; WHO, 2013). 

As leishmanioses são um complexo de doenças infecciosas causadas por 

mais de 20 espécies de protozoários do gênero Leishmania. Estes são transmitidos 

ao homem através da picada das fêmeas de Dípteros dos gêneros Phlebotomus 

(Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) durante o seu repasto sanguíneo 

(STEVERDING, 2017). 

A doença, na fase inicial, pode ser assintomática, no entanto, evoluindo-se 

para uma grande variedade de manifestações clínicas, classicamente podendo ser 

divididas entre formas cutânea, mucocutânea e a visceral, sendo esta última, a 



17 

 

forma mais grave, podendo levar à morte pacientes imunodeprimidos e aqueles que 

não forem tratados na fase inicial da doença (ELMAHALLAWY e AGIL, 2015).  

Como apresentado na figura 1, as leishmanioses são endêmicas em uma 

grande faixa mundial, atingindo noventa e sete (97) e países e territórios das regiões 

tropicais e subtropicais do mundo (WHO, 2017b). Estima-se que há cerca de 350 

milhões de pessoas vivendo em áreas de risco, e aproximadamente 2 milhões de 

novos casos por ano (WHO, 2016). As leishmanioses são consideradas doenças 

importantes não apenas pela alta incidência, mas também, por causar sérios danos 

em órgãos e tecidos, podendo acarretar em mutilações que comprometem o estado 

físico e psicológico dos pacientes, bem como sua integração social (COSTA et al., 

1987; HERWALDT, 1999). 

 

Figura 1: Status de endemicidade das leishmanioses no mundo. (a) Ocorrência de leishmaniose 
cutânea; (b) Ocorrência da leishmaniose visceral.  Fonte: WHO, 2015 (Adaptado). 
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No Brasil, as leishmanioses têm sido amplamente descritas tanto em áreas 

urbanas quanto em áreas rurais de todos os estados. Segundo os dados do 

Ministério da Saúde (2017), a partir do ano de 1985, observa-se uma média anual de 

25.763 novos casos registrados para leishmaniose tegumentar, e 3.156 novos casos 

de leishmaniose visceral (Figura 2). No entanto, buscando diminuir estes números, 

as estratégias aplicadas para controle da doença se resumiam basicamente na 

eutanásia de cães com sorologia positiva para doença (reservatório doméstico do 

parasito), controle do inseto vetor através da aplicação de inseticidas, diagnóstico e 

tratamento dos pacientes (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Porém, essas medidas 

de controle não impactavam no número de casos registrados, evidenciando a 

necessidade de reavaliação dos parâmetros adotados. Neste sentido, os municípios 

tem sido classificados segundo sua situação epidemiológica com o objetivo de 

conhecer a magnitude e a incidência de casos de leishmaniose, visando priorizar e 

direcionar medidas de controle mais específicas, pois é conhecido que a doença 

apresenta aspectos geográficos, climáticos e socioeconômicos diferenciados 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).  

 

Figura 2: Número de casos notificados de leishmaniose cutânea (A) e visceral (B) no Brasil, no 
período de 1980 a 2015. Fonte: Ministério da saúde, 2017. 
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1.2 O parasito Leishmania sp 
 

 

O gênero Leishmania inclui protozoários flagelados pertencentes à ordem 

Kinetoplastidae e família Tripanossomatidae (AUWERA e DUJARDINA, 2015). Os 

protozoários desta ordem possuem características peculiares, apresentando, por 

exemplo, uma única mitocôndria, muito ramificada, que estende por todo o seu 

citoplasma, possuindo em uma das regiões uma dilatação rica em DNA mitocondrial 

(kDNA) denominada cinetoplasto (FIDALGO e GILLE, 2011; MENNA-BARRETO e 

DE CASTRO, 2014). 

O gênero Leishmania é bastante diversificado em relação aos outros gêneros 

pertencentes à família Tripanossomatidae. Atualmente, as espécies responsáveis 

por provocarem leishmanioses em seres humanos estão agrupadas em dois 

subgêneros: Leishmania e Viannia (Figura 3). A organização das espécies nestes 

subgêneros está relacionada com o local de desenvolvimento das formas 

promastigotas no intestino do inseto vetor, os flebotomíneos. O subgênero 

Leishmania engloba parasitos que se desenvolvem no intestino anterior e médio do 

inseto. Enquanto que o subgênero Viannia, inclui espécies que se desenvolvem 

aderidas à parede do intestino posterior na região do piloro. Em virtude da 

complexidade do gênero Leishmania, cada subgênero é organizado em complexos, 

e cada complexo abriga as espécies infectantes ao homem que compartilham 

características semelhantes no que diz respeito a manifestações clínicas 

(AKHOUNDI et al., 2016; WHO, 2010). 



20 

 

 

Figura 3: Taxonomia da Leishmania sp. Fonte:  WHO, 2010a (Adaptado) 

 

 

Durante a alternância entre hospedeiros, a Leishmania apresenta duas 

formas evolutivas: as formas promastigotas e amastigotas. As promastigotas (Figura 

4a), estão presentes no inseto vetor e culturas axênicas, medem cerca de 10-20µm 

de comprimento. Sua morfologia é alongada e fusiforme, possui flagelo externo, o 

que favorece seu movimento (GLUENZ, et al., 2010). As formas promastigotas 

passam por vários processos de multiplicação e desenvolvimento no interior do tubo 

digestivo do vetor, o último deles, denominado metaciclogênese, o qual acarreta no 

desenvolvimento das formas infectivas para o hospedeiro mamífero, as 

promastigotas metacíclicas (NATALE et al., 2016). 

As formas amastigotas (Figura 4B) apresentam formato esférico ou 

arredondado com diâmetro entre 3-7µm, são formas obrigatoriamente intracelulares 

(REY, 2008). Embora na microscopia óptica, as amastigotas pareçam sem flagelo, 

as mesmas possuem um flagelo interiorizado na bolsa flagelar observado na 

microscopia eletrônica de transmissão. Alguns autores sugerem que este flagelo 

tenha funções importantes como manter a integridade da bolsa flagelar e transporte 

de macromoléculas (GLUENZ et al., 2010). 
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Figura 4: Formas evolutivas de Leishmania sp. (A) Promastigotas de Leishmania amazonensis; (B) 
Macrófago infectado com amastigotas de Leishmania amazonensis. As setas indicam as amastigotas. 

Aumento de 1000x. Fonte: Próprio autor. 

 

O ciclo de vida destes parasitos é semelhante para todas as espécies do 

gênero Leishmania (Figura 5). Estes possuem ciclo de vida heteroxênico, o que é 

caracterizado pela alternância entre inseto vetor, neste caso os flebotomíneos, e 

hospedeiro mamífero, como humanos, animais domésticos, incluindo cães e gatos, 

peridomésticos  e silvestres (REY, 2008; MCGWIRE e SATOSKAR, 2014). 

Durante o repasto sanguíneo, as fêmeas dos flebotomíneos infectadas 

inoculam na pele do hospedeiro, juntamente com sua saliva, promastigotas 

metacíclicas de Leishmania sp (KAYE e SCOTT, 2011). A saliva do inseto vetor 

contém várias substâncias que induz rapidamente o recrutamento de neutrófilos e 

macrófagos para o local da picada. As promastigotas inoculadas no tecido então, 

são rapidamente internalizadas por estas células, no entanto, outras células 

fagocitárias como células dendríticas ou células de Langerhans podem também ser 

infectadas (TEIXEIRA et al., 2013) 

Em relação aos neutrófilos, acredita-se que estas células cumprem um papel 

transitório na infecção e são conhecidos como “cavalos de Tróia” por facilitarem a 

instalação de “Leishmania sp” nos estágios iniciais da infecção. A referida célula é 

uma das primeiras a serm infectadas por promastigotas metacíclicas inoculadas pelo 

inseto vetor (LASKAY;VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; NYLÉN e GAUTAM, 

2010). Os parasitos internalizados em neutrófilos são capazes de sobreviver e 

atrasar a apoptose espontânea destas células, porém, não são capazes de se 

diferenciarem em formas amastigotas ou se multiplicarem (LASKAY;VAN 

ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2013). 
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Figura 5: Ciclo de vida do parasito Leishmania sp. (1) O inseto vetor ingere macrófagos infectados 
de um hospedeiro mamífero infectado. (2) Os macrófagos infectados se rompem no intestino do 
inseto vetor liberando as formas amastigotas. (3 e 4) As amastigotas se transformam em 
promastigotas procíclicas. (5) Promastigotas procíclicas se multiplicam no intestino médio do inseto 
(6), as promastigotas migram para a válvula estomodeal no intestino médio anterior e reiniciam o 
processo de divisão celular. (7) As promastigotas passam pelo processo de metaciclogênese e se 
tornam infectivas. (8) O inseto vetor infectado inocula promastigotas metacíclicas em um novo 
hospedeiro mamífero através da regurgitação durante repasto sanguíneo. (9) Promastigotas 
metacíclicas (10) Promastigotas metacíclicas são fagocitadas por macrófagos. (11) As promastigotas 
se transformam em amastigotas dentro do vacúolo endocítico. (12) Amastigotas no vacúolo 
parasitóforo. (13) Amastigotas se multiplicam no vacúolo. (14) Multiplicação intensa de amastigotas 
(15) A célula hospedeira se rompe liberando as amastigotas. (16) Forma amastigota (17) Amastigota 
sendo fagocitada por macrófago. Fonte: TEIXEIRA et al., 2013 (Adaptado)  
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 O aumento na vida útil dos neutrófilos acarreta em um maior tempo de 

liberação de suas substâncias quimiotáticas, que tem o papel de atrair mais 

fagócitos circulantes para o local da infecção, garantindo assim, a presença de 

considerável número de macrófagos, célula hospedeira final destes parasitos, onde 

eles não apenas sobrevivem, mas também se multiplicam, resultando no 

desenvolvimento da doença. Desta maneira, após 2 ou 3 dias, os neutrófilos entram 

em apoptose, porém os parasitos continuam viáveis em seu interior. Estes corpos 

apoptóticos são fagocitados pelos macrófagos por vias de receptores que não 

conseguem desencadear a resposta de defesa dos macrófagos, garantindo então a 

sobrevivência do parasito e o estabelecimento da infecção (LASKAY; VAN 

ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003). 

 No caso dos macrófagos, consideradas como as principais células 

hospedeiras de Leishmania sp, o processo de adesão à superfície se dá através da 

interação entre as moléculas de superfície da promastigota, como os lipofosfoglicano 

(LPG) e glicoproteínas (Gp63), e receptores presentes na superfície de macrófagos, 

como receptores de Fcɣ (RFcɣ), do complemento (RC) e de manose (RM) que 

poderão posteriormente influenciar no curso da infecção (PODINOVSKAIA e 

DESCOTEAUX, 2015). 

No intuito de obter sucesso na infecção, Leishmania sp desenvolveu 

mecanismos de escape às respostas dos macrófagos à infecção. Uma das 

estratégias é a transferência de LPG de sua superfície para a membrana dos 

macrófagos durante a fagocitose. Este mecanismo é capaz de retardar o processo 

de maturação e fusão do fagossomo ao lisossomo antes da forma promastigota se 

diferenciar em amastigota, que possui capacidade de sobreviver dentro do ambiente 

ácido do fagolisossomo (DE MORAIS et al., 2015). Uma vez no interior dos 

macrófagos, dentro dos vacúolos parasitóforos, as promastigotas se transformam 

rapidamente em amastigotas, e então começam a se multiplicarem por processo de 

divisão binária simples até o momento em que a célula hospedeira se rompe 

liberando as amastigotas no meio extracelular. Posteriormente, as amastigotas 

liberadas no meio extracelular são novamente fagocitadas por outros macrófagos ali 

presentes (MCGWIRE e SATOSKAR, 2014).  

Dando continuidade ao ciclo biológico do parasito, durante a hematofagia do 

flebotomíneo, formas amastigotas livres ou nos macrófagos infectados podem ser 
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ingeridas por um inseto vetor que se tornará infectado. No trato digestivo do vetor os 

macrófagos se rompem e liberam as amastigotas, que se transformam em 

promastigotas procíclicas. Estes migram para o epitélio do intestino médio onde se 

fixam e iniciam a multiplicação por divisão binária simples. Em seguida eles migram 

para a válvula estomodeal, localizada no intestino médio anterior do invertebrado, 

onde iniciarão um novo processo de multiplicação. Neste local as promastigotas se 

concentram e passam pelo processo de metaciclogênese, o que resulta na formação 

de promastigotas metacíclicas, a forma infectiva para o homem. As formas 

promastigotas danificam a válvula estomodeal interferindo desta maneira em seu 

funcionamento e este processo facilita a regurgitação de parasitos durante o repasto 

sanguíneo possibilitando a infecção de um novo hospedeiro mamífero (TEIXEIRA et 

al., 2013). 

 

 

  



25 

 

1.3 Manifestações clínicas 
 

 

As leishmanioses são um conjunto de manifestações clínicas diversas 

desencadeadas por cerca de 20 espécies de Leishmania diferentes. As 

peculiaridades parasitárias, como tropismo, resistência e virulência, associadas à 

resposta imune do hospedeiro podem desencadear manifestações clínicas diversas, 

as quais classicamente podem ser divididas em leishmnaniose cutânea e visceral.  

 A leishmaniose cutânea (LC) é a manifestação clínica mais comum e ocorre 

em 90% dos pacientes. Ela é desencadeada por diferentes espécies de Leishmania, 

sendo as principais: L. aethiopica, L. tropica, L. major, L. infantum, no “Velho Mundo” 

e L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana, L. mexicana e L. 

amazonensis no “Novo Mundo” (EIRAS, et al., 2015;  STEBUT, 2015). A LC pode 

apresentar manifestações variadas, sendo as mais comuns a LC localizada; LC 

disseminada; LC difusa e leishmaniose mucocutânea (LMC) (COPELAND e 

ARONSON, 2015). 

A LC localizada é a manifestação clínica mais comum da doença, sendo que 

a lesão inicial se desenvolve no local da picada do inseto vetor, formando 

inicialmente uma mácula, que pode levar semanas ou meses para se transformar 

em uma pápula. Esta pápula se transforma em um nódulo que pode ulcerar, dando 

origem a uma lesão inicial clássica (GOTO e LINDOSO, 2012). Normalmente a 

úlcera é indolor, arredondada e apresenta bordas bem delimitadas e salientes. Este 

tipo de lesão pode evoluir para cura espontânea, deixando uma cicatriz pouco 

pigmentada, ou evoluir para as outras formas da doença ( MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2014; EIRAS et al., 2015). 

A LC disseminada é caracterizada pelo aparecimento múltiplo de lesões em 

duas ou mais localizações do tecido cutâneo. Provavelmente causada por 

disseminação linfática ou via corrente sanguínea a partir de uma lesão inicial. As 

lesões são ulceradas e papulosas. No Brasil, esta manifestação clínica é atribuída à 

espécie L. braziliensis embora outras espécies também possam estar envolvidas 

(GOTO e LINDOSO, 2012). 

A LC difusa, embora mais rara, é uma das formas mais graves da LC, e 

ocorre em pacientes com anergia nas respostas imunológicas específicas. As lesões 



26 

 

aparecem em grandes áreas do tecido cutâneo, formando nódulos intradérmicos 

sem ulcerações e com grande presença de macrófagos vacuolados com alta carga 

parasitária. A LC difusa é atribuída à L. amazonensis e L. mexicana em países do 

“Novo Mundo” ( MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). 

A LMC é caracterizada por lesão dos tecidos da mucosa nasobucofaringeana. 

Este tipo de manifestação clínica pode ocorrer pela metástase dos parasitos do local 

da picada até a região mucosal da boca e das narinas, sendo que a grande maioria 

dos casos tem sido associada principalmente por abandono ao tratamento. Os 

sintomas inicias não são muito específicos e podem incluir, dentre outros, o prurido 

nasal seguido de sangramento. A ulceração pode ocorrer lentamente causando a 

desfiguração do paciente, o que afeta a função respiratória e prejudica a nutrição. 

No Novo Mundo a doença está relacionada à L. braziliensis, mas L. panamensis, L. 

guyanensis e L. amazonensis também podem desencadear o processo (MCGWIRE 

e SATOSKAR, 2014). 

A LV é também conhecida como calazar (“doença negra”) e este tipo de 

manifestação clínica é causada por espécies de Leishmania viscerotrópicas, sendo 

que não ocorre a formação de lesões cutâneas. É considerada como a forma mais 

grave das leishmanioses e pode ser fatal se não tratada (STEBUT, 2015). Na LV os 

parasitos fazem metástase do local da picada até órgãos internos, atingindo 

principalmente medula óssea, baço e fígado. Os sintomas são, na maioria das 

vezes, febre baixa e intermitente, mal-estar, diarreia, dor abdominal e caquexia. Os 

pacientes apresentam hepatoesplenomegalia e alterações na contagem de 

leucócitos devido ao acometimento da medula óssea e sequestro esplênico. Os 

pacientes podem apresentar pigmentação escura na pele o que justifica o nome 

“doença negra” (VAN GRIENSVEN e DIRO, 2012). No “Velho Mundo” a LV é 

causada por L. donovani e L. infantum e, também, mais raramente, por cepas 

viscerotrópicas de L. tropica. No "Novo Mundo" a LV é causada por L. infantum 

(também conhecida por L. chagasi ou L. infantum chagasi) (MCGWIRE e 

SATOSKAR, 2014). 

Alguns pacientes tratados para LV podem ser acometidos pela proliferação 

progressiva de parasitos no tecido cutâneo, o que é conhecido como leishmaniose 

dérmica pós calazar. Este tipo de recidiva pode ocorrer meses ou anos após a cura 

da LV e está ligado a fatores imunológicos do paciente (MCGWIRE e SATOSKAR, 
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2014). Neste caso, a manifestação clínica tem início com o aparecimento de 

máculas eritematosas e pápulas em torno das vias aéreas, podendo evoluir para a 

formação de placas e nódulos que se espalham para a região do tronco e membros 

do corpo paciente. As lesões são ricas em parasitos e tais pacientes são 

considerados potenciais reservatórios (VAN GRIENSVEN e DIRO, 2012). 

Neste trabalho foram utilizadas quatro espécies de Leishmania: L. 

amazonensis, L. braziliensis, L. infantum e L. major. As duas primeiras espécies são 

consideradas as principais responsáveis pela LC no Brasil. Enquanto que L. 

amazonensis é responsável pela LC localizada e LC difusa e LC disseminada, e L. 

braziliensis é responsável pela LMC e LC localizada ( MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2009). Leishmania infantum é a espécie responsável pela LV no Brasil e em alguns 

países do Velho Mundo. A espécie L. major está presente em vários países do Velho 

Mundo e é responsável por causar a LC disseminada e LC difusa (STEBUT, 2015). 
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1.4 Quimioterapia das Leishmanioses 
 

 

O arsenal terapêutico utilizado contra leishmanioses é bastante limitado. 

Vários esforços têm sido realizados com o intuito de prevenir a infecção através dos 

métodos de vacinação, no entanto, nenhuma vacina está atualmente aprovada para 

uso humano (JERÔNIMO e PEARSON, 2016). O tratamento das leishmanioses é 

realizado através de quimioterapia. Várias drogas estão disponíveis para o 

tratamento da doença, porém, todas elas possuem grandes limitações como, alta 

toxicidade, variações quanto à eficácia, baixa adesão do paciente devido à 

administração parenteral prolongada e alto custo (ELMAHALLAWY e AGIL, 2015). 

Os medicamentos utilizados para o tratamento das leishmanioses podem ser 

administrados no local da lesão ou de forma sistêmica. A escolha do tratamento 

varia de acordo com as diretrizes regionais (MCGWIRE e SATOSKAR, 2014). No 

entanto, os critérios levam em consideração as manifestações clínicas apresentadas 

pelo paciente e a espécie de Leishmania envolvida na infecção (WHO, 2012). 

Os medicamentos de primeira escolha utilizados para o tratamento das 

leishmanioses consistem de antimoniais pentavalentes (Sb+5) como o n-metil-

glucamina (Glucantime®) e o estibogluconato de sódio (Pentostan®) (BARBOSA et 

al., 2015), sendo que apenas o primeiro é utilizado no Brasil.  

Os antimoniais estão em uso desde o início do século XX para o tratamento 

das leishmanioses, porém apresentam problemas com a eficácia, devido ao 

aparecimento de cepas resistentes, principalmente na Índia, em decorrência de 

tratamento descontínuo e aplicação de baixa dosagem (RATH et al., 2003). O modo 

de ação dos Sb+5 não está totalmente esclarecido. Eles são considerados uma pró-

droga, os quais entram na célula hospedeira e sofrem conversão para a forma 

trivalente (Sb+3), considerada como tóxica para amastigotas de Leishmania sp. O 

Sb+3 inibe a atividade glicolítica de amastigotas bem como a β-oxidação de ácidos 

graxos levando à uma diminuição nos níveis de ATP do parasito. Além disso, as 

amastigotas possuem uma metaloprotease zinco dependente, indispensável para o 

desenvolvimento do parasito, e evidências apontam que o Sb+3 possa influenciar no 

funcionamento desta enzima substituindo o zinco (RATH et al., 2003; 

ELMAHALLAWY e AGIL, 2015). 
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O acúmulo dos antimoniais nos tecidos do paciente desencadeia sérios danos 

fisiológicos como cardiotoxicidade, pancreatite e nefrotoxicidade, levando o paciente 

a um severo quadro de efeitos colaterais (MENEZES et al., 2015). São eles: mialgia, 

anorexia, febre, mal-estar, cefaleia, sensação de gosto metálico na boca e letargia, 

entre outros (WHO, 2010a). Além disto, os antimoniais pentavalentes são 

contraindicados para o uso em gestantes pelo fato de atravessarem a barreira 

transplacentária e acumular no tecido nervoso do feto causando danos irreversíveis 

à criança. A utilização dos antimoniais também é contraindicada para pacientes 

acima de 50 anos, portadores de HIV, doenças cardíacas e renais (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2009). 

Não havendo resposta satisfatória com a utilização dos antimoniais 

pentavalentes, ou havendo alguma restrição para o uso destes, a opção é a 

utilização de drogas de segunda escolha que são a anfotericina B (Fungizon®), 

sulfato de paramomicina (Humatin®) e pentamidina (BARBOSA et al., 2015). A 

anfotericina B é um antibiótico com potente atividade antileishmanial, utilizado para o 

tratamento de LC e LV. Sua eficiência está relacionada ao modo de ação, que se dá 

através da ligação aos ergosteróis da membrana celular do parasito, causando a 

desorganização desta estrutura, favorecendo a criação de poros que afeta a 

permeabilidade destas células, o que acarreta na morte do parasito por lise osmótica 

(ELMAHALLAWY e AGIL, 2015). Várias formulações da anfotericina B estão 

disponíveis: a anfotericina B deoxicolato, anfotericina B lipossomal e complexo 

lipídico de anfotericina B. A anfotericina B deoxicolato possui certa eficiência no 

tratamento das leishmanioses, porém, é também altamente tóxica. Seu uso é 

bastante restrito devido sua toxicidade. As formulações lipídicas de anfotericina B se 

mostram menos tóxicas, desta maneira, evitam maiores custos com os pacientes no 

que diz respeito a cuidados médicos em decorrência dos efeitos colaterais 

provocados pelo tratamento (BARBOSA et al., 2015). Porém, este último tipo de 

formulação é mais oneroso, o que limita seu uso generalizado (MCGWIRE e 

SATOSKAR, 2014). 

A paramomicina é um antibiótico considerado como medicamento de segunda 

escolha para o tratamento de LV e LC. Sua eficácia terapêutica possui variações no 

que diz respeito à localização geográfica das regiões onde se encontram os 

pacientes. Alguns pacientes podem apresentar reações secundárias como 
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hepatotoxicidade, dispneia, dores no local da injeção, ototoxicidade e 

nefrotoxicidade (ELMAHALLAWY e AGIL, 2015). Este medicamento possui uma 

formulação disponível para o uso tópico, indicado para tratamento de lesões 

cutâneas (WHO, 2010), porém não é indicado para o caso de leishmaniose 

mucocutânea (MCGWIRE e SATOSKAR, 2014). 

A pentamidina, outro medicamento de segunda escolha, tem sido usada para 

o tratamento de LC, LMC ou LV. Este fármaco possui ótima eficiência em relação 

aos outros, porém é limitado pelo fato de apresentar alta toxicidade, podendo 

desencadear um efeito de hipoglicemia, hipotensão, cefaleia e até mesmo morte 

súbita do paciente (BARBOSA et al., 2015). 

A miltefosina (Milteforan®) foi inicialmente desenvolvida para o tratamento de 

câncer, e é considerado como o primeiro fármaco de uso oral efetivo para o 

tratamento de LV em países como Índia, Nepal e Bangladesh (ELMAHALLAWY e 

AGIL, 2015). Além disso, estudos recentes apontaram também a eficácia deste 

medicamento para leishmaniose dérmica pós calazar em algumas regiões do “Velho 

Mundo”. No que diz respeito ao seu uso no Brasil, em 2010, o Ministério da Saúde 

deliberou a incorporação da Miltefosina na Relação Nacional de Medicamentos 

essenciais (RENAME), e a partir de 2017, o medicamento seria disponibilizado para 

o tratamento da doença pelo Sistema único de saúde (SUS) ( MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2016). Este medicamento apresenta algumas vantagens em relação aos 

medicamentos citados anteriormente, principalmente por ser administrado por via 

enteral, porém, pode desencadear processos alérgicos, insuficiência renal, 

hepatotoxicidade, dores de cabeça, náuseas, vômito e diarreia, principalmente nas 

primeiras semanas de tratamento (EIRAS et al., 2015). A miltefosina possui ainda 

potencial efeito teratogênico e por isso seu uso é contraindicado durante a gravidez 

e período de lactação (EIRAS et al., 2015; ELMAHALLAWY e AGIL, 2015; 

MCGWIRE e SATOSKAR, 2014) Na figura 6 estão representadas as estruturas dos 

principais fármacos utilizados no tratamento das leishmanioses. 
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Figura 6: Estrutura química dos principais fármacos utilizados no tratamento das 
leishmanioses. Fonte: RATH, et al., 2003 (Adaptado). 
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1.5 Esteroides: colesterol e ácidos biliares 
 

 

Os esteroides consistem em um conjunto de compostos apolares associados aos 

lipídios, encontrados em todos os seres eucariotos e alguns procariotos, e 

desempenham importantes funções biológicas. No que diz respeito à sua estrutura 

molecular, os esteroides possuem como característica comum uma estrutura 

tetracíclica formada por três anéis hexagonais (A, B e C), e um anel pentagonal (D), 

totalizando 17 átomos de carbonos (Figura 7). Este conjunto de anéis é denominado 

ciclopentano-per-hidro-fenantreno (CPPF) e é comumente denominado de núcleo 

esteroidal (MUKHOPADHYAY e MAITRA, 2004; NES, 2011). 

 

Figura 7: Estrutura em comum dos esteroides. Fonte: NES, 2011 (Adaptado). 

 

 

Os esteroides constituem um grupo de compostos bastante diversificados, os 

quais incluem os hormônios como corticoides, progestinas, estrogênios, 

androgênios, bem como a vitamina D e o colesterol (DANGATE, SALUNKE e 

AKAMANCHI, 2011). Na terapêutica, os derivados esteroides tem sido largamente 

utilizados como agentes anti-inflamatórios e reguladores do sistema imune 

(ERICSON-NEILSEN e KAYE, 2014). Estes compostos são de grande interesse da 

indústria farmacêutica por possuírem variadas propriedades farmacológicas e 

grande capacidade de permear pela bicamada lipídica das células. Além disso, 

sabe-se que pequenas mudanças na estrutura destas moléculas podem resultar em 

respostas biológicas diversificadas (GUPTA, KUMAR e NEGI, 2013). 

 Ressalta-se que, dentre os esteroides, o colesterol deve ser um dos mais 

importantes, visto ser um dos constituintes da bicamada lipídica das células de 

mamíferos, sendo responsável por aumentar sua resistência mecânica e reduzir a 

permeabilidade no transporte passivo de água. 
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 O colesterol também é precursor de diversos outros compostos importantes 

em um organismo, tais como hormônios sexuais, vitamina D e ácidos biliares, tais 

como ácido cólico e desoxicólico (ERIKSSON e ERIKSSON, 2011). Parte do 

colesterol presente no organismo é sintetizada pelos hepatócitos, células 

constituintes do fígado, e outra parte é obtida através da alimentação. As moléculas 

de colesterol são transportadas via corrente sanguínea, e distribuídas para os 

tecidos através de lipoproteínas. A molécula de colesterol possui o núcleo CPPF 

acrescido de uma hidroxila na posição C-3 do anel A, uma dupla ligação em C-5 do 

anel B e uma ligação em cadeia ramificada com 8 carbonos em C-17 do anel, 

totalizando 27 carbonos conforme representado na figura 8 (CAMPO e CARVALHO, 

2007; MUKHOPADHYAY e MAITRA, 2004; NES, 2011). 

 

Figura 8: Estrutura da molécula de colesterol. Fonte: NES, 2011 (Adaptado). 

  

 A metabolização do colesterol pode ocorrer através de duas vias 

distintas, ambas envolvendo as enzimas desmolase e 7α-hidroxilase. A clivagem do 

colesterol através da enzima desmolase gera a pregnenolona, um intermediário 

comum na biossíntese de esteroides. Além disso, o colesterol pode ser convertido 

em ácidos e sais biliares; neste caso o processo ocorre através da enzima 7α-

hidroxilase e o processo é realizado através de várias etapas complexas envolvendo 

o núcleo esteroidal e a cadeia lateral destes compostos. Este representa o mais 

importante catabolismo do colesterol (CAMPO e CARVALHO, 2007). 

Existem duas classes importantes de ácidos biliares, aqueles produzidos nos 

hepatócitos através da modificação do colesterol, denominados ácidos biliares 

primários, e aqueles produzidos através da modificação por bactérias da microbiota 

intestinal, denominados ácidos biliares secundários (Figura 9). O ácido primário 

sintetizado em maior quantidade em um organismo é o ácido cólico, o que possui o 

núcleo CPPF hidroxilado nas posições C-3, C-7 e C-12. Os ácidos biliares primários 
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são conjugados às moléculas de taurina ou glicina antes de serem excretados pela 

bile. Quanto aos ácidos biliares secundários, durante o ciclo entero-hepático, as 

enzimas bacterianas removem a hidroxila da posição C-7 do ácido cólico, formando 

a nova classe de ácidos biliares 7-desoxi. O ácido desoxicólico é um dos mais 

comuns formados pela 7-desidroxilação bacteriana (HOFMANN e HAGEY, 2008). As 

moléculas de ácidos biliares são anfipáticas e se associam aos lipídeos da dieta 

formando micelas, que por sua vez auxiliam na digestão de gorduras e na absorção 

intestinal das mesmas (MUKHOPADHYAY e MAITRA, 2004). 

 

 

Figura 9: Esquema resumido da biossíntese dos ácidos biliares.  No fígado o colesterol é 
metabolizado pela enzima 7α-hidroxilase e é convertido em ácidos biliares primários, estes no 
intestino, sofrem ação de enzimas bacterianas e são convertidos em ácidos biliares secundários. 
Fonte: Próprio autor. 

 

A ligação em cis entre os anéis A e B da porção esteroidal oferecem aos 

ácidos cólico e desoxicólico, bem como os outros ácidos representantes desta 

classe, uma curvatura na molécula gerando duas faces, como representado na 

figura 10. A face côncava (face α) apresenta natureza hidrofílica devido à presença 

de hidroxilas, e a face convexa (face β) é completamente hidrofóbica devido à 

presença dos grupos metila não polares (ZHU e NICHIFOR, 2002). Esta 

conformação oferece à molécula uma característica anfifílica e favorece, 

consequentemente a sua capacidade emulsionante, o que é bastante relevante para 
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sua função biológica em um organismo. De um modo geral, o grau de hidroxilação 

influencia na hidrofilicidade da molécula, ou seja, quanto mais hidroxilas houver na 

molécula, mais hidrofílica ela será (PIRES e COLAÇO, 2004). 

 

Figura 10: Estrutura química dos ácidos biliares mostrando sua curvatura devido a ligação cis 
entre os anéis A e B. Face α é a porção hidrofílica, e face β a porção hidrofóbica. Fonte: ZHU e 

NICHIFOR, 2002 (Adaptado). 

 

 

Além da grande importância biológica que os ácidos biliares exercem em um 

organismo, eles representam grande expectativa na área farmacológica, no intuito 

de desenvolver novos medicamentos ou mesmo melhorar a capacidade 

farmacocinética de algumas drogas (MUKHOPADHYAY e MAITRA, 2004; 

VIRTANEN e KOLEHMAINEN, 2004). Estudos diversificados mostram que estes 

compostos e seus derivados podem ser utilizados em diversas áreas medicinais, 

como a utilização de ésteres biliares para o tratamento de doenças fúngicas 

(MARPLES e STRETTON, 1990), sensibilizadores de bactérias Gram-negativas a 

antibióticos (LI et al., 1998), bem como derivados sintéticos de ácidos biliares 

apresentaram atividade antioxidante e fotoprotetora (SANTOS et al., 2015). 

Também,  diversas modificações nas moléculas de ácidos biliares produziram 

compostos com atividade anticancerígena (GUPTA et al., 2013; SOUSA, 2015). No 

entanto, estudos que envolvem a atividade antilieishmanial destes compostos e seus 

derivados e conjugados, ainda são escassos. 

É possível encontrar algumas publicações em relação a esta aplicação por 

nosso grupo de pesquisa e por outros. Por exemplo, um estudo realizado por Lara e  

colaboradores (2010), mostrou que as cerageninas, um grupo de compostos 
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formados por um esqueleto esteroidal ligado aos múltiplos grupos de aminas 

catiônicas, apresentou efeito relevante em promastigotas de L. major e em 

amastigotas e tripomastigotas de Tripanossoma cruzzi, este resultado foi 

relacionado às características do potencial de membrana celular do parasito 

associadas às estruturas das moléculas em estudo.  Antinarelli e colaboradores 

(2012), realizaram um estudo avaliando a atividade antileishmanial de 

aminoquinolinas conjugados ao ácido cólico, mostrando desta maneira que, a 

atividade de algumas quinolinas livres ou pode ser melhorada quando estes são 

conjugados à esteroides, devido às cacterísticas lipofílicas que estes possuem, 

facilitando desta maneira, a permeação do fármaco pela membrana celular. Neste 

mesmo sentido, Leverrier e colaboradores (2013) mostraram que os ácidos biliares 

são promissores como carreadores de fármacos, pois a conjugação de ácidos 

litocólico e quenodesoxicólico à um grupo de alcalóides cinchona naturais resultou 

em aumento na atividade dos compostos em L. mexicana, T. brucei e P. falciparum.  

É interessante ressaltar que tripanossomatídeos, incluindo Leishmania sp, 

possuem em sua membrana celular o ergosterol, um esterol com estrutura bastante 

similar ao colesterol dos mamíferos. O ergosterol exerce um papel importante nos 

tripanossomatídeos, tanto na manutenção da arquitetura celular, interagindo com os 

ácidos graxos e fosfolipídeos para controlar a fluidez da membrana, quanto 

participando do metabolismo, regulação e desenvolvimento celular (ANDRADE-

NETO, 2009). Desta maneira, a biossíntese de esteróis destes parasitos tornam-se 

importantes alvos para pesquisas que envolvem a descoberta de novos fármacos 

(SOUZA e COLA, 2009).  

Assim, baseando na importância desta classe de moléculas, associadas a 

inegável necessidade de alternativas para o tratamento das leishmanioses, este 

trabalho buscou determinar a atividade de derivados de diferentes esteroides em 

algumas espécies de Leishmania. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivos gerais 
 

 

Este trabalho teve como objetivos avaliar a atividade antileishmanial in vitro de 

derivados esteroidais sintéticos em formas promastigotas e amastigotas Leishmania 

sp, bem como seu efeito tóxico em células de mamíferos. Além disto, objetivou-se 

determinar in vitro possíveis alvos/alterações celulares importantes na atividade 

biológica, bem como a biodisponibilidade oral e farmacocinética in silico do 

composto mais promissor. 

  

2.2 Objetivos específicos 

 

 

 

1- Avaliar a citotoxicidade dos derivados esteroidais, em promastigotas de espécies 

de Leishmania responsáveis por leishmaniose cutânea (L. amazonensis, L. 

braziliensis e L. major) e visceral (L. infantum). 

2- Avaliar a citotoxicidade dos derivados esteroidais em macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c. 

3- Avaliar a citotoxicidade dos compostos em amastigotas de L. amazonensis; 

4- Determinar o índice de seletividade e especificidade dos compostos testados; 

5- Relacionar a estrutura com a atividade e citotoxicidade apresentada pelos 

compostos testados. 

6- Determinar alterações celulares e bioquímicas importantes, em promastigotas de 

L. amazonensis, induzidas pelo composto mais ativo, tais como alterações de 

morfologia, funcionalidade mitocôndrial, integridade da membrana plasmática e 

ciclo celular. 

7- Avaliar as propriedades físico-químicas e farmacocinéticas do composto mais 

ativo in silico. 
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3. MATERIAS E MÉTODOS 

 

3.1 Desenho experimental 
 

Visando facilitar a compreensão da proposta deste trabalho foi realizado um 

desenho experimental, apresentado na figura 11. 

 

Figura 11: Desenho experimental do trabalho: 19 compostos foram testados em formas 
promastigotas de várias espécies de Leishmania. Em seguida, a citotoxicidade destes compostos 
foram avaliadas utilizando macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, com intenção de 
direcionar os estudos da atividade destes na forma amastigota intracelular do parasito. A partir dos 
resultados obtidos, foram calculados os índices de seletividade e especificidade dos compostos, com 
intuito de evidenciar os compostos mais ativos. Dentre estes, foi selecionado o composto de síntese 
financeiramente acessível, mais seletivo e específico para ambas as formas de L. amazonensis. Feito 
isso, foi avaliado o efeito do composto selecionado em alguns alvos em promastigotas de L. 
amazonensis: Morfologia celular; integridade da membrana plasmática; potencial de membrana 

mitocondrial; níveis da produção de ROS e ciclo celular. 
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3.2 Compostos Utilizados 
 

 

Os compostos testes utilizados neste experimento foram sintetizados no 

Núcleo de Pesquisas Químicas (NUPEQ) pelo grupo de pesquisas do Prof. Dr. 

Adilson David da Silva do Departamento de Química/Instituto de Ciências exatas da 

Universidade Federal de Juiz de Fora. Os compostos consistem em derivados do 

colesterol e iminas aromáticas (Tabela 1), derivados do ácido cólico (Tabela 2), e 

derivados do ácido desoxicólico (Tabela 3). 

As drogas de referência foram: anfotericina B, fabricada pelo laboratório 

Cristália, São Paulo – Brasil e gentilmente cedida pelo Hospital Universitário da 

Universidade Federal de Juiz de Fora; miltefosina fabricada pela Cayman Chemical 

Company, Michigan – USA.  

 

Tabela 1: Estruturas químicas e nomenclatura dos derivados do colesterol e iminas aromáticas. 

Composto Estrutura Nomenclatura 

1 

 

4'-(3-colesteriloxicarbonil) benzaldeído 

2 
 

(E)-4-carboxi-N-(benzilideno)anilina 

3 
 

(E)-4-carboxi-N-(2'-hidroxibenzilideno) anilina 

4 

 

4'-(3-colesteriloxicarbonil) benzilideno-(2-hidroxi) 
anilina  

5 

 

4'-(3-colesteriloxicarbonil) benzilideno-anilina 

6 

 

4'-(3-colesteriloxicarbonil) benzilideno-fenil-hidrazina 

Colesterol 

 

Colesterol 
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Tabela 2: Estrutura e nomenclatura dos derivados do ácido cólico. 

 

 

Tabela 3: Estrutura e nomenclatura dos derivados do ácido desoxicólico. 

 

Composto Estrutura Nomenclatura 

7c 
 

N-(4-aminofenil)-4- (3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-
hidro- 1H-ciclopenta[α]fenantren-17-il)pentanamida 

8c 

 

N-(3-aminofenil)-4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro- 
1H-ciclopenta[α]fenantren-17-il)pentanamida 

9c 

 

Ácido-2-(4-(4-(4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-
1H-ciclopenta[α]fenantren-17-il)pentanamido)fenilimino) metil) 

benzoico 

10c 

 

4-N-(4-(5-bromo-2-hidroxibenzilidenoamino)fenil) -4-(3,7,12-tri-
hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[α]fenantren-

17-il)pentanamida 

11c 

 

4-formilfenil 4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-
ciclopenta[α]fenantren-17-il)pentanoato 

AC 

 

Ácido Cólico 
 

Composto Estrutura  Nomenclatura    

7d 

 

N-(4-aminofenil)-4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-
1H-ciclopenta[α]fenantren-17-il)pentanamida 

8d 

 

N-(3-aminofenil)-4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-
1H-ciclopenta[α]fenantren-17-il)pentanamida 

9d 

 

Ácido -2-(4-(4-(4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-
ciclopenta[α]fenantren-17-il)pentanamido)fenilimino) metil) benzoico 

10d 

 

4-N-(4-(5-bromo-2-hidroxibenzilidenoamino)fenil) -4 - (3,12-di-
hidroxi- 10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[α]fenantren-17-

il)pentanamida 

11d 

 

4-formilfenil 4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-
ciclopenta[α]fenantren-17-il)pentanoato 

AD 

 

Ácido desoxicólico 
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3.3 Considerações éticas 
 

 

Os camundongos fêmeas da linhagem BALB/c procedentes do Centro de 

Biologia da Reprodução (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora foram 

mantidos no Laboratório de parasitologia/UFJF em estante ventilada com sistema de 

exaustão de ar (Alesco, São Paulo, Brasil) e sob condições controladas de 

luminosidade (ciclo de 12/12h, luzes acesas das 6h da manhã as 18h da noite) e 

temperatura (19-22º C). Os animais foram mantidos em gaiolas com ração (Nuvilab, 

Brasil) e água filtrada ad libitum. Os animais foram utilizados com idade aproximada 

entre 6-8 semanas e peso médio entre 18-22g. Todos os procedimentos realizados 

foram previamente aprovados pelo Comitê de ética em Experimentação Animal 

(CEEA) da UFJF (Protocolo nº 013/2015 e nº 012/2015 - CEEA), conforme ANEXOS 

A e B no final deste trabalho.  
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3.4 Cultivo dos Parasitos 
 

 

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

cultivadas em meio Warrem (Infusão de coração e cérebro-BHI) suplementado com 

hemina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA, USA) e ácido fólico (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Promastigotas de L. (V.) braziliensis 

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

BHI (Infusão de coração e cérebro-BHI) suplementado com L-glutamina (Vetec, 

Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil). Promastigotas de L. (L.) infantum 

(MCAN/BR/2008/1112) foram cultivadas em meio 199 (Sigma Chemical Co., St 

Louis, Mo.). Em todas as condições de cultivo foram acrescidos 10% de Soro Bovino 

Fetal inativado (SBF) (Cultilab, Campinas, São Paulo, Brasil) e 0,1% de antibiótico. 

Os parasitos foram mantidos à 25ºC em estufa DBO (FANEM). 

Utilizou-se ainda, neste estudo, cepas de L. (L.) amazonensis 

(IFLA/Br/67/PH8) transfectada com o gene da proteína fluorescente vermelha (Red 

fluorescent protein-RFP) cedida gentilmente pelo Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares do 

Centro de Pesquisa René Rachou/ Fundação Oswaldo Cruz. As promastigotas do 

parasito foram cultivados em meio 199 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 

suplementado com 10 % de SBF inativado, hemina, 0,1% solução vitamínica [ 

cloreto de colina (100 mg/mL); pantotenato de cálcio (100 mg/mL); ácido fólico (100 

mg/mL); nicotinamida (100 mg/mL); riboflavina (100 mg/mL); hidrocloreto piridoxal 

(100 mg/mL); riboflavina (100 mg/mL); hidrocloreto de tiamina (100 mg/mL); i-inositol 

(100 mg/mL) (MEM Vitamin Solution Thermo Fisher Cientifc)] e 0,1% de solução de 

Penicilina/Estreptomicina, sendo mantidos em garrafas para cultivo de células, em 

estufa DBO (FANEM) a 25ºC. 
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3.5 Avaliação da citotoxicidade dos compostos em formas promastigotas 
de Leishmania 

 

 

A atividade antipromastigota dos compostos foi realizada em L. amazonensis; 

L. braziliensis; L. major e L. chagasi e determinada através do método colorimétrico 

do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difeniltetrazólio (MTT) (Sigma Chemical 

Co- St. Louis, MO, USA), o qual as desidrogenases mitocondriais de células vivas, 

reduzem o tetrazólio sódico de cor amarela em formazan, de cor lilás (MOSMANN, 

1983). As formas promastigotas na fase logarítmica de crescimento foram 

suspensas em meio de cultivo suplementado específico para cada espécie de 

Leishmania, como descrito no item anterior, em uma concentração de 2,0 x 106 

células/poço para L. amazonensis e 3,0 x 106 para L. braziliensis, L. chagasi e L. 

major, após contagem em câmara de Neubauer. Os compostos testados foram 

diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) para 

o preparo da solução estoque (300 mM), em seguida, a solução estoque foi diluída 

em água, chegando em uma concentração de 3mM do composto, e formando uma 

solução com baixa concentração de DMSO [<0,8% (v/v) ], não tóxica para os 

parasitos. As soluções de 3 mM então, foram adicionadas aos poços e através de 

diluição seriada foram realizados os tratamentos (100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 

3,125; 1,562; 0,781; 0,390; 0,195 e 0,097 µM/poço). As placas foram incubadas em 

DBO a 25ºC, e após 72 horas de incubação, foi adicionado 10 µl de MTT à 5 mg/mL 

em cada poço, e as placas foram novamente incubadas por 4 horas. A reação foi 

interrompida pela adição de 100 µl de isopropanol acidificado (0,7% HCl 10N) e as 

placas foram lidas em espectrofotômetro à 570 nm (Multiskan EX- Thermo Electron 

Corporation, Vanta, Finlândia). 

Os tratamentos foram realizados em duplicatas, em três experimentos 

independentes.  Os resultados foram obtidos em porcentagem de inibição de 

crescimento das promastigotas em relação ao controle negativo, e a partir destes foi 

calculado o CI50 de cada molécula (concentração molar do composto capaz de inibir 

50% do crescimento celular) pelo programa GraFit 5 (Erithacus Sftware Ltda., 

Horley, U.K.). A anfotericina B e a miltefosina foram utilizadas como fármacos de 

referência.  



44 

 

3.6 Avaliação da citotoxicidade dos compostos em macrófagos peritoneiais 
de camundongos BALB/c 

 

 

A citotoxicidade dos compostos em células de mamíferos foi avaliada 

utilizando macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c estimulados com 2mL 

de Tioglicolato 3%. Após 72 horas, foi realizado o lavado peritoneal dos 

camundongos em solução de HANK (Sigma Chemical Co-St. Louis, MO, USA). A 

solução de células obtida no lavado foi centrifugada a 1000rpm (centrífuga Thermo 

Fisher Scientific D37520) durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

sedimento formado foi ressuspendido em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co- St. 

Louis, MO, USA). Em seguida, as células foram contadas em câmara de Neubauer e 

plaqueadas em placas de 96 poços (Corning, NY 14831 USA) em uma concentração 

de 2 x 106 células/mL, as placas foram incubadas overnight em estufa a 33ºC com 

atmosfera de 5% de CO2. Os poços foram lavados com PBS estéril em temperatura 

ambiente para remoção das células não aderidas. Posteriormente, foram 

adicionados meio RPMI-1640 enriquecido com SBF e os compostos a serem 

testados foram adicionados em várias concentrações (150,0; 75,0; 37,5; 18,75; 9,37; 

4,68; 2,34; 1,17; 0,58; 0,290; 0,146 µM) através de diluição seriada. As placas foram 

novamente incubadas em estufa com 5% de CO2 a 33 ºC.  Após 72 horas, foram 

adicionados 10 µL de MTT à 5 mg/mL em cada poço e após duas horas, a reação foi 

interrompida pela adição de isopropanol acidificado (7% HCl 10N). A leitura foi 

realizada a 570 nm utilizando um espectrofotômetro (Multiskan EX- Thermo Electron 

Corporatoin, Vanta, Finlândia).  

Foram realizados três experimentos independentes em duplicata e em alguns 

poços não houve adição de compostos (controle negativo). Os resultados foram 

obtidos em porcentagem de inibição dos macrófagos em relação ao controle e a 

partir destes foi calculado o CC50 de cada molécula (concentração citotóxica capaz 

de matar 50% das células) pelo programa GraFit 5 (Erithacus Sftware Ltda., Horley, 

U.K.). 
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3.7 Avaliação da citoxicidade dos compostos em amastigotas intracelulares 
 

 

Os ensaios biológicos em formas amastigotas foram realizados utilizando 

macrófagos intraperitoneais de camundongos BALB/c estimulados e obtidos como 

descrito no item anterior. Após a contagem das células em câmara de Neubauer, 

elas foram plaqueadas em placas de 24 poços (Costar – Corning Incorporated) na 

concentração de 2 x 106 células/poço e incubadas em estufa a 33º C em atmosfera 

de 5% de CO2 overnight. Após este período, os poços foram lavados com PBS 

estéril em temperatura ambiente para remoção das células não aderidas. Em 

seguida, promastigotas de L. amazonensis-RFP em fase estacionária foram 

contadas em câmara de neubauer, ajustadas a uma concentração de 20x106 

(proporção de 10 parasitos para 1 macrófago) em meio RPMI suplementado com 

10% de FBS, e adicionadas nos poços contendo macrófagos deixando interagir por 

4 horas a 33ºC em atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, os poços foram 

novamente lavados com PBS estéril para retirada dos parasitos não fagocitados e os 

compostos a serem testados foram adicionados em diferentes concentrações (100,0; 

50,0; 25,0; 12,5; 6,25 µM) e então, as placas foram novamente incubadas como 

descrito acima. Após 72 horas de tratamento, o sobrenadante foi descartado e as 

células foram lisadas com 100µL de água deionizada/poço, e fundo de cada um 

deles foi raspado, e o conteúdo foi transferido para placa preta de 96 poços de fundo 

transparente. O processo foi realizado por duas vezes e as placas foram lidas em 

fluorímetro (FLx800™ Fluorescence Reader, BioTek) a 540 nm de excitação, 600 

nm de emissão. 

Os ensaios biológicos foram realizados em duplicata e em três experimentos 

independentes, sendo que alguns poços foram utilizados como controles: 

macrófagos infectados sem adição de compostos (controle negativo), poços 

somente com macrófagos (branco) e poços com macrófagos infectados tratados 

com miltefosina e anfotericina B (controle positivo). Os resultados foram expressos 

em porcentagem de inibição de crescimento em relação ao controle negativo. 
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3.8 Determinação do índice de seletividade (IS) e índice de especificidade 
(IE) dos compostos 

 

 

O IS demonstra a relação da toxicidade do composto entre células de 

mamíferos e as formas parasitárias. Foi obtido pela razão entre o valor da 

concentração citotóxica (CC50) do composto em células de mamíferos, neste caso 

macrófagos peritoneais, e a concentração inibitória (CI50) em promastigotas e 

amastigotas de Leishmania (TEMPONE et al., 2011). 

O IE estabelece a especificidade do composto entre as duas formas do 

parasito, promastigota e amastigota. Foi calculado pela razão entre o CI50 do 

composto para formas amastigotas e o CI50 para promastigotas (MUYLDER et al., 

2011). 

 

 

3.9 Modo de ação do composto 11d em promastigotas de L. amazonensis 
 

 

3.9.1 Avaliação da morfologia de promastigotas de L. amazonensis tratadas 
com o composto 11d 

 

Para avaliar a morfologia celular, promastigotas em fase exponencial de 

crescimento foram tratadas com 54,40 e 108,8 µM (concentração referente à 1 e 2 

vezes o CI50, respectivamente) do composto 11d e incubadas por 24 h a 25 ºC. Após 

este período, as células foram centrifugadas, fixadas com paraformaldeído 4% por 

20 minutos e lavadas com PBS por duas vezes. Subsequentemente, as células 

foram colocadas em lâminas de vidro, em duplicatas, e devidamente identificadas. 

Após a secagem, as células foram coradas com Giemsa, analisadas por microscopia 

óptica (Olympus BX53, Shinjuku, Tokyo, Japan) e fotografadas (Olympus DP73, 

Shinjuku, Tokyo, Japan). Células não tratadas foram utilizadas como controle 

negativo. 
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3.9.2 Avaliação da integridade de membrana Plasmática em promastigotas 
de L. amazonensis tratadas com o composto 11d 

 

 

 

A integridade da membrana plasmática de promastigotas foi avaliada 

utilizando uma marcação com Iodeto de Propídeo (PI). O PI é um marcador 

fluorescente, que permeia pela membrana plasmática danificada e se liga ao DNA 

da célula.  

Para avaliar se o tratamento com o composto 11d induziu alterações na 

integridade da membrana plasmática de parasitos tratados, promastigotas em fase 

exponencial de crescimento foram tratadas ou não tratadas com 54,40 e 108,8 µM 

do composto 11d e em seguida, incubadas por 24 h a 25 ºC. Após este período as 

células foram lavadas com PBS, ajustadas para 5 x 106 células em 200 µL, e 

transferidas para placa preta de fundo transparente. Subsequentemente, as 

promastigotas foram incubadas com 1 µg/mL de PI por 15 minutos. A intensidade de 

fluorescência foi determinada através de espectrofluorímetro (FLx800), utilizando os 

comprimentos de onda de 540 nm de excitação e 600 nm de emissão. Parasitos 

aquecidos à 65 ºC foram utilizados como controle positivo e células não tratadas 

foram utilizadas como controle negativo.  
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3.9.3 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (Δᴪm) em 
promastigotas de L. amazonensis tratadas com o composto 11d 

 

A avaliação do Δᴪm em promastigotas tratadas com o composto 11d (54,40 

e 108,8 µM) foi determinada utilizando marcação com o Mitotracker® Red CM-

H2XROS (MTK). O MTK é uma substância não fluorescente, que no interior de 

células vivas sofre oxidação tornando-se uma substância capaz de emitir 

fluorescência vermelha. O MTK se distribui pelo citoplasma da célula e acumula na 

mitocôndria devido ao Δᴪm normal da célula (MACHADO, 2017). Desta maneira, 

promastigotas de L. amazonensis (1 x 107 células/mL) em fase logarítimica de 

crescimento, foram incubadas na presença ou ausência do composto 11d por um 

período de 24h, em uma temperatura de 25 ºC em DBO. Após este período, as 

células foram lavadas com PBS e 1 x 107 células foram transferidas para microtubos 

cônicos e incubadas com 500 nM de MTK e por um período de 40 minutos em uma 

temperatura de 25 ºC em DBO. Em seguida, os parasitos foram lavados por três 

vezes e ressuspendidos em PBS. Então, uma alíquota de 200 µL desta solução 

contendo os parasitos foram transferidas para uma placa negra de fundo 

transparente e a intensidade de fluorescência das células foi avaliada usando 

espectrofluorímeto (FLx800) em comprimentos de ondas de 540 nm de excitação e 

600 nm de emissão. Células não tratadas foram utilizadas como controle negativo e 

FCCP (20,0 µM) foi utilizado como controle positivo. 
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3.9.4 Estudo dos níveis de produção de Espécies Reativas de Oxigênio 
(EROs) em promastigotas de L. amazonensis tratadas com o 
composto 11d 

 

 

Os níveis da produção de EROs foram determinados utilizando 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA). Essa substância, quando na 

presença de EROs produzidos pela célula durante o estresse oxidativo, é oxidada e 

convertida à uma substância fluorescente, denominada diclorofluoresceína. Este 

protocolo foi realizado de acordo com Machado (2017). Promastigotas (1 x 107 

células/mL) na fase exponencial de crescimento, não tratadas (controle negativo) ou 

tratadas com 54,40 e 108,8 µM do composto 11d foram incubadas por 24h, a 25ºC 

em DBO. Em seguida, as células foram lavadas em PBS, e o número de 

promastigotas ajustado para 20 x 106 células em um volume de 200 µl de PBS em 

placa negra de fundo transparente de 96 poços. Um volume de 4 µl de uma solução 

de H2DCFDA (1mM) foi adicionado em cada poço. A placa foi incubada por 30 

minutos ao abrigo da luz, em temperatura ambiente. Após o período de incubação a 

intensidade de fluorescência foi determinada por espectrofluorímetro (FLx800) em 

um comprimento de onda de 485 nm de excitação e 528 nm de emissão. Miltefosina 

(44,0 µM) foi utilizada como controle positivo. 
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3.9.5 Avaliação de alterações nas fases do ciclo celular em promastigotas 
de L. amazonensis tratadas com o composto 11d 

 

Promastigotas de L. amazonensis (1 x 107 celulas/mL) em fase exponencial 

de crescimento foram incubadas ou não (controle negativo) com o composto 11d 

(54,40 e 108,8 µM) por um período de 24 h, à uma temperatura de 25ºC em DBO. 

Após este período, os parasitos foram lavados em PBS por duas vezes e incubados 

com uma solução de etanol 70% por um período de 60 minutos à uma temperatura 

de -20 ºC. Em seguida, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em 280 µl 

de solução de Ribonuclease a 200 µg/mL e incubadas a 37 °C por 1 hora, ao abrigo 

da luz. Posteriormente, as células (3 x 106 células) foram transferidas para tubos de 

citometria e 20 µl de PI à 40 µg/mL foram adicionados e as células novamente 

incubadas por um período de 20 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Os dados foram adquiridos pelo citômetro Cytoflex (Beckman Coulter, 

Indianapolis, IN 46268, EUA) equipado com o software CytExpert 2.0 (Beckman 

Coulter, Indianapolis, IN 46268, EUA). Um total de 5.000 eventos foram adquiridos 

usando o canal PI610ND-A. Miltefosina (44,0 µM) foi utilizada como controle 

positivo.  
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3.10 Estudos in silico  
 

 

Com intuito de avaliar as propriedades físico-químicas e farmacocinéticas dos 

derivados esteroidais, foi selecionado o composto que obteve o maior IS para a 

forma amastigotas de L. amazonensis para os estudos in silico. Para a realização 

desta etapa foi utilizado dois softwares livres disponíveis em plataforma online. Os 

procedimentos estão descritos a seguir. 

 

3.10.1 Propriedades físico-químicas do composto selecionado 
 

 

A estrutura química do composto 11d foi desenhada no software livre 

Molinspiration Chem informatics®, uma ferramenta online gratuita 

(http://www.molinspiration.com/). Este software calcula, com base em descritores 

moleculares, propriedades físico-químicas como LogP, número de doadores e 

aceptores de ligações de hidrogênio, massa molecular e número de violações à 

regra dos 5 de Lipinsk. Este software também gera, automaticamente, a notação 

SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) das moléculas. Esta notação 

descreve a natureza e a topologia da estrutura molecular e foi necessária para 

alimentar o software AdmetSAR, utilizado para calcular as características 

farmacocinéticas do composto em questão.  
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3.10.2 Propriedades farmacocinéticas e potencial de toxicidade dos 
compostos 

 

 

A notação SMILES então, foi inserida na versão do software livre admetSAR® 

(http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/). Para avaliar os parâmetros de absorção, foram 

utilizados os modelos de permeação pela barreira hematoencefálica, absorção pelo 

intestino humano e permeabilidade em células Caco-2 (célula de carcinoma do colo 

intestinal). No que diz respeito ao metabolismo do composto, foi avaliado se o 

composto seria substrato e/ou inibidor de enzimas do complexo citocromo P 450 

(CYP 450). Para avaliar parâmetros relacionados com a excreção do composto, foi 

avaliada a capacidade de inibição de transporte renal de cátions. O perfil citotóxico 

do composto foi traçado através do teste de toxicidade AMES, classificação de 

toxicidade oral aguda e potencial carcinogênico. 

 

 

  

http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/
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4. RESULTADOS  

 

Os resultados apresentados neste trabalho compõem o manuscrito intitulado:  

“Steroids derivatives: synthesis, antileishmanial activity, mechanism of action and in 

silico physico-chemical and pharmacokinetic studies”, o qual se encontra em 

processo final de escrita para submissão. 

 

4.1 Citotoxicidade dos compostos em formas promastigotas de Leishmania 
sp e em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c. 

 
 

A avaliação da atividade antileishmanial dos compostos em formas 

promastigotas de Leishmania sp e citotoxicidade em macrófagos peritoneais foram 

realizadas após 72 horas de tratamento pelo método colorimétrico do MTT.  

Uma avaliação dos resultados da atividade antileishmanial dos derivados 

esteroidais em formas promastigotas de Leishmania sp permitiu uma análise da 

relação estrutura-atividade. A partir da análise das iminas aromáticas 2 e 3 (tabela 

4), cujas estruturas químicas diferem pela presença de um grupo hidroxila na 

posição orto do anel aromático, permite inferir que essa diferença, levou a uma 

diferença considerável nos resultados de atividade. O composto 3, apresentou uma 

potente atividade antileishmanial em promastigotas de Leishmania sp, (CI50 = 1,81 

µM em L. amazonensis; 1,86 µM L. braziliensis; 1,93 µM L. major) apresentando 

atividade em menores concentrações em relação à miltefosina (CI50 = 22,0 µM; 

29,66 µM e 20,0 µM, respectivamente), e comparável à atividade apresentada pela 

anfotericina B (CI50 = 0,15 µM; 1,24 µM; 1,31 µM, respectivamente), fármacos de 

referência utilizados para o tratamento das leishmanioses. Nota-se que a ausência 

da hidroxila na posição orto do anel aromático é um dos fatores que pode justificar a 

ausência de atividade do composto 2 (CI50 >100 µM). Com intuito de verificar a 

influência da presença da porção esteroidal no perfil biológico das iminas 

aromáticas, foi adicionado um grupo lipofílico, neste caso o colesterol. Os resultados 

mostraram uma diminuição na atividade da molécula resultante. Mais 

especificamente o composto 4 não apresentou as mesmas características em 
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relação à atividade da molécula 3, exceto para L. braziliensis e L. major (CI50 de 7,00 

µM e 23,89 µM, respectivamente). No entanto, estes resultados ainda podem ser 

comparados aos resultados apresentados pela miltefosina (CI50 = 29,66 µM para L. 

braziliensis; 20,0 µM para L. major). Sendo assim, o referido composto destaca-se 

por ser 4,2 vezes mais ativo para a espécie L. braziliensis em relação à miltefosina.  

É importante destacar que nenhum dos compostos derivados do colesterol, 

bem como as iminas aromáticas apresentaram citotoxicidade para macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c (tabela 4). Apresentando desta maneira, uma 

grande vantagem em relação aos fármacos de referência que foram utilizados neste 

trabalho, os quais são conhecidos pela toxicidade que apresentam. 

  



55 

 

Tabela 4: Efeito dos derivados do colesterol e iminas aromáticas em promastigotas de L. 
amazonensis; L. braziliensis; L. infantum, L. major e macrófagos peritoneais de camundongo BALB/c. 
Fonte: Próprio autor. 

 
*CI50 de cada composto corresponde à média de 3 experimentos ± erro padrão. Calculado pelo programa Grafit. 

 

Um grupo de iminas, aminas e aldeídos aromáticos, conjugados aos ácidos 

biliares, ácido cólico e ácido desoxicólico, foram também avaliados. Para permitir 

uma avaliação da relação estrutura-atividade, os resultados obtidos para estes dois 

grupos foram analisados concomitantemente, e os compostos derivados destes 

ácidos, estruturalmente similares, foram dispostos de maneira intercalada e aos 

pares (tabela 5). Os pares derivados do ácido cólico e desoxicólico, diferem apenas 

pela presença ou ausência do grupo hidroxila na posição C-7 da porção esteroidal. 

Para facilitar a identificação dos derivados do ácido cólico, estes apresentam 

Composto estrutura 
CI50* (µM) CC50 (µM) 

L. ama. L. braz. L. inf. L. major Macrófagos 

1 

 

>100 >100 >100 >100 >150 

2 
 

>100 >100 >100 >100 >150 

3 
 

1,81 
(±0,29) 

1,86 
(±0,17) 

>100 
1,93 

(±1,93) 
>150 

4 

 

>100 
7,00 

(± 0,61) 
>100 

23,89 
(± 2,9) 

>150 

5 

 

>100 >100 >100 >100 >150 

6 

 

>100 >100 >100 >100 >150 

Colesterol 

 

>100 
27,9 

(± 3,9) 
>100 >100 >150 

 
 

Anfotericina 
B 
 
 

 
0,15 

(±0,02) 
1,24 

(±0,06) 
1,08 

(±0,004) 
1,31 

(±0,07) 
85,8 

(+ 30,4) 

Miltefosina  
22,0 

(± 0,5) 
29,66 

(± 0,017) 
2,64 

(± 0,29) 
20,0 

(± 0,52) 
131,9 
(+ 3,9) 
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numeração acompanhada pela letra “c”, enquanto os derivados do ácido 

desoxicólico apresentam numeração acompanhada da letra “d”.  

Analisando os resultados na tabela 5, pode-se observar que todas as 

moléculas que apresentam o núcleo esteroidal do ácido desoxicólico (7d; 8d; 9d; 

10d e 11d) se mostraram ativas para as espécies de Leishmania independente da 

modificação estrutural realizada na cadeia lateral do esteroide. Em contraste, todas 

as estruturas derivadas do ácido cólico (7c, 8c; 9c; 10c e 11c) não apresentaram 

atividade antipromastigota para as espécies de Leishmania utilizadas neste estudo, 

até a concentração máxima testada (100µM).  Com isto, pode-se concluir que a 

porção esteroidal, não hidroxilada na posição C-7 do anel, é de fundamental 

importância na atividade destas moléculas.  

Os compostos comerciais, ácidos cólico e desoxicólico, utilizados como 

materiais de partida para obtenção dos derivados, não apresentaram atividade em 

promastigotas de Leishmania sp. Portanto, as modificações realizadas na estrutura 

do ácido desoxicólico favoreceu a atividade antileishmanial das moléculas 

resultantes. 

 Alguns compostos derivados do ácido desoxicólico apresentaram sutil 

citotoxicidade em macrófagos (Tabela 5), a principal célula hospedeira da 

Leishmania sp, corroborando com a atividade apresentada por este grupo, e 

confirmando a capacidade destas moléculas em transpor membranas celulares. 

Porém, é importante chamar a atenção para os compostos 7d e 11d, pois estes se 

destacam por não serem citotóxicos para macrófagos peritoneais e apresentarem 

atividade em promastigotas de Leishmania sp, o que caracteriza vantagens em 

relação à Anfotericina B e Miltefosina (CC50 = 85,8 e 131,9 µM respectivamente), 

fármacos de referência conhecidos pela alta toxicidade.  
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Tabela 5:  Efeito dos derivados do ácido cólico e desoxicólico em promastigotas de L. amazonensis; 
L. braziliensis; L. infantum, L. major e macrófagos peritoneais de camundongo BALB/c. Fonte: Próprio 
autor. 
 

*CI50 de cada composto corresponde à média de 3 experimentos ± erro padrão. Calculado pelo 
programa Grafit. **AC = ácido cólico; ***AD = ácido desoxicólico. 

  

Composto Estrutura   CI50* (µM)* 
 

CC50 (µM) 

    L. ama. L. braz. L. inf. L. major Macrófagos 

7c 
 

>100 >100 >100 >100 >150 

7d 

 

32,81 
(± 0,76) 

19,33 
(± 1,36) 

29,33 
(± 3,07) 

31,67 
(± 0,61) 

>150 

8c 

 

>100 >100 >100 >100 >150 

8d 

 

33,31 
(± 0,24) 

42,28 
(± 2,26) 

21,88 
(± 4,08) 

33,54 
(± 0,90) 

80,81 
(+ 0,32) 

9c 

 

>100 >100 >100 >100 >150 

9d 

 

29,06 
(± 0,53) 

15,83 
(± 0,29) 

28,88 
(± 2,33) 

31,80 
(± 0,46) 

53,13 
(+ 3,36) 

10c 

 

>100 >100 >100 >100 >150 

10d 

 

>100 
56, 10 

(± 8,89) 
52,33 

(± 0,14) 
56,17 

(± 0,15) 
89,85 

(+ 7,97) 

11c  

 

>100 >100 >100 >100 >150 

11d 

 

54,40 
(± 2,17) 

78,67 
(± 11,99) 

48,49 
(± 0,52) 

41,19 
(± 0,58) 

>150 

AC** 

 

>100 >100 >100 >100 >150 

AD*** 

 

>100 >100 >100 >100 >150 

 
 

Anfotericina 
B 
 

 
0,15 

(±0,02) 
1,24 

(±0,06) 
1,08 

(±0,004) 
0,71 

(±0,22) 
85,8 

(+ 30,4) 

Miltefosina   22,0 
(± 0,5) 

29,66 
(± 0,017) 

2,64 
(± 0,29) 

20,0 
(±0,52) 

131,9 
(+ 3,9) 
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4.2 Citotoxicidade dos compostos em formas amastigotas de Leishmania 
amazonensis-RFP 

 
 

Dando continuidade aos testes de atividade antileishmanial dos derivados 

esteroidais, a análise da relação estrutura-atividade em formas amastigotas de 

Leishmania amazonensis-RFP (Tabela 6) mostrou que o composto 3 apresentou 

uma atividade relevante para a forma intracelular do parasito (CI50 = 35,45 µM), 

porém, ao contrário do que se esperava, a conjugação com o colesterol (composto 

4), uma molécula lipofílica, mostra que a atividade é significativamente diminuída, 

(CI50 = 97,97µM).  

O precursor sintético do composto 4, o aldeído 1, mostrou menor, mas 

relevante atividade para formas amastigotas de Leishmania amazonensis-RFP (CI50 

= 69,18 µM). 
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Tabela 6: Efeito dos derivados do colesterol e iminas aromáticas em amastigotas de L. amazonensis-
RFP. Fonte: Próprio autor. 

Composto 
Estrutura CI50 (µM) 

 

 
L. amazonensis-RFP 

1 

 

69,18±13,76 

2 

 

>100 

3 

 

35,45±0,74 

4 

 

97,97±20,87 

5 

 

>100 

6 

 

>100 

Colesterol 

 

>100 

Anfotericina B 
 

0,71±0,22 

 
Miltefosina 

 
 

12,52±0,83 

*CI50 de cada composto corresponde à média de 3 experimentos ± erro padrão. Calculado pelo 
programa Grafit. *AC = ácido cólico; **AD = ácido desoxicólico. 
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Quanto à atividade antiamastigota dos derivados do ácido cólico e ácido 

desoxicólico (Tabela 07), verifica-se que os compostos contendo o núcleo esteroidal 

do ácido desoxicólico, assim como o observado em promastigotas, apresentaram 

atividade em amastigotas de L. amazonensis. Em contraste, os compostos contendo 

o núcleo esteroidal do ácido cólico, não apresentaram atividade antileishmanial na 

sua grande maioria. Visto que os derivados sintéticos do ácido desoxicólico 

apresentam estruturas semelhantes aos conjugados do ácido cólico, podemos 

concluir que a porção esteroidal não hidroxilada na posição C-7 do anel, foi 

elementar para a atividade antiamastigota destas moléculas. Todavia, é importante 

salientar que dentre os compostos ativos, destacaram-se 11d, 8d e 7d, com CI50 de 

15,34 µM; 23,33 µM e 23,89 µM, respectivamente. Analisando a estrutura química 

dos compostos 7d e 8d, observa-se que os mesmos se diferem apenas pela posição 

do grupo amino livre substituinte do anel aromático (NH2), o que não interferiu nos 

valores de CI50 para amastigota. Em contraste a estes dois compostos, observa-se 

que o 11d apresentou a melhor atividade antiamastigota com CI50 (15,34 µM) 

comparável ao da miltefosina (12,52 µM), o que permite inferir que a incorporação 

de um anel aromático substituído com um grupo aldeído livre em C-24 da porção do 

núcleo esteroidal do ácido desoxicólico, contribuiu positivamente para a atividade 

desta molécula. Das moléculas constituintes deste grupo, apenas o composto 10d 

não mostrou efeito para amastigotas de L. amazonensis-RFP até às concentrações 

máximas testadas (100 µM). Este composto tem como precursor a amida biliar 7d, e 

nota-se que a formação da imina aromática dissubstituída, pelos grupos -OH e -Br, 

não foi favorável à sua atividade antiamastigota. 

No caso dos derivados do ácido cólico, apenas o composto 11c apresentou 

atividade em amastigotas intracelulares de L. amazonensis (CI50 = 88,57 µM). 

Observando a relevante atividade apresentada pelo seu composto correspondente, 

supõe-se que a presença do grupo aldeído aromático tenha alguma relevância para 

que estas moléculas apresentem atividade. 

É importante destacar que os materiais de partida, ácido cólico e desoxicólico 

não apresentaram nenhuma atividade até as concentrações máximas testadas (100 

µM). Sendo assim, é possível inferir que a atividade apresentada pelos compostos 

destes grupos, tenha sido obtida através das modificações estruturais realizadas.   
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Tabela 7: Efeito dos derivados dos ácidos cólico e desoxicólico em amastigotas de L. amazonensis-
RFP. Fonte: Próprio autor. 

Composto Estrutura 
 

IC50* (µM) 

L. amazonensis 
RFP 

7c 

 

>100 

7d 

 

23,89 ± 1,99 

8c 

 

>100 

8d 

 

23,33 ± 4,05 

9c 

 

>100 

9d 

 

40,43 ± 2,97 

10c 

 

>100 

10d 

 

>100 

11c 

 

88,57 ± 17,02 

11d 

 

15,34±1,16 

AC** 

 

>100 

AD*** 

 

>100 

Anf. B 
 

 0,71±0,22 

Miltefosina   12,52±0,83 

*CI50 de cada composto corresponde à média de 3 experimentos ± erro padrão. Calculado pelo 
programa Grafit. **AC = ácido cólico; ***AD = ácido desoxicólico. 
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4.3 Índices de seletividade e de especificidade dos derivados esteroidais 
 

 

Para avaliar a seletividade dos compostos entre macrófagos e as formas de 

Leishmania sp, foi calculado o índice de seletividade (tabela 8). Como descrito por 

Tempone e colaboradores (2011), um valor de IS maior que 01 (um), indica que o 

composto é mais tóxico para o parasito do que para a célula hospedeira. Dentre os 

derivados do colesterol (1, 4, 5 e 6), foi possível estimar apenas a seletividade do 

composto 4. Levando em consideração a classificação estabelecida por Tempone e 

colaboradores (2011), o referido composto apresentou relevante seletividade para 

promastigotas de L. braziliensis e L. major sendo (aproximadamente 21 e 6 vezes, 

respectivamente) mais tóxico para o parasito do que para a célula hospedeira. Vale 

ainda destacar que este composto foi 16 vezes mais seletivo do que a Miltefosina, 

que se mostrou ser apenas 4,44 vezes mais tóxica para esta espécie do que para 

macrófagos. 

A imina livre 3, utilizado para formação do composto 4, apresentou um alto 

índice de seletividade para promastigotas de Leishmania sp, com valores 

comparáveis aos valores da Anfotericina B. 

Em relação aos derivados do ácido desoxicólico (7d ao 11d), todos os 

compostos apresentaram IS maiores que 01 (um), desta maneira, estes compostos 

são mais tóxicos para promastigotas do que para a célula hospedeira. Dentre estes 

derivados, o composto 7d foi o que mais se destacou por apresentar maior 

seletividade para promastigotas de todas as espécies utilizadas neste trabalho. O 

referido composto apresentou seletividade comparável à Miltefosina. Embora os 

compostos 8d e 9d tenham mostrado valores de CI50 semelhantes ao 7d, se 

mostraram menos seletivos quando comparados a ele, devido à toxicicidade que 

estes apresentaram para macrófagos. Ainda assim, seus valores de IS não 

extrapolam a classificação proposta por Tempone e colaboradores (2011), sendo 

eles ainda assim, mais seletivos para promastigotas do que para as células 

hospedeiras. 

A forma amastigota é mais relevante de se analisar índices de seletividade, 

pois ela é a forma encontrada no hospedeiro mamífero e desta maneira é 
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responsável pelas manifestações clínicas da doença, e podem reproduzir resultados 

mais próximos do modelo animal.  

No que diz respeito à seletividade dos compostos sintéticos em amastigota, 

destaca-se o composto 3, sendo 4,23 vezes mais seletivo para a forma intracelular 

do parasito do que para a célula hospedeira. Porém, é importante destacar que a 

forma conjugada ao colesterol, composto 4, apresentou uma diminuição expressiva 

da seletividade (IS = 1,53).  

Quanto ao perfil seletivo dos derivados do ácido cólico e ácido desoxicólico 

para a forma intracelular do parasito, destacam-se os compostos derivados do ácido 

desoxicólico 7d e 11d, sendo cerca de 6 e 9 vezes, respectivamente, mais tóxicos 

para a forma intracelular de L. amazonensis do que para a célula hospedeira, o que 

pode ser comparado à seletividade da Miltefosina. Vale destacar que apenas o 

composto 10d apresentou IS menor que um, o que demonstra sua seletividade para 

célula hospedeira. Os demais compostos deste grupo apresentram IS maior que um 

e, portanto, foram mais seletivos para a forma intracelular do parasito. 

Nenhum dos derivados do ácido cólico (7c ao 11c) apresentou atividade 

antipromastigota e antiamastigota de Leishmania sp, desta maneira, não foi possível 

estimar seus índices de seletividade. 
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Tabela 8: Seletividade dos derivados esteroidais e iminas aromáticas para formas promastigotas e 
amastigotas de Leishmania sp. Fonte: Próprio autor. 

Composto 

Promastigota Amastigota 

L. amazonensis L. braziliensis L. infantum L. major 
L. amazonensis 

RFP 

IS* 

1 - - - - >2,17 

2 - - - - - 

3 >82,87 >80,64 - >77,7 >4,23 

4 - >21,43 - >6,27 >1,53 

5 - - - - - 

6 - - - - - 

7c - - - - - 

7d >4,57 >7,76 >5,11 >4,74 >6,28 

8c - - - - - 

8d >2,42 >1,91 >3,69 >2,40 3,46 

9c - - - - - 

9d >1,82 >3,35 >1,83 >1,67 1,31 

10c - - - - - 

10d - 1,6 1,71 1,6 <0,90 

11c - - - - >1,69 

11d >2,75 >1,90 >3,10 >3,64 >9,78 

Anfotericina 
B 

572 69,2 79,4 65,5 120,84 

Miltefosina 5,1 4,44 6,59 7,63 10,53 

*I.S.=Índice de Seletividade foi calculado pela razão entre CC50 para macrófagos e CI50 para 
promastigotas. Anfotericina B e Miltefosina foram utilizadas como fármacos de referência. Fonte: Do 
autor. 

 

 

A especificidade dos compostos foi determinada através do IE, o que 

determina o quanto ele é mais ativo para uma das formas evolutivas em que o 

parasito se encontra. O índice de especificidade é estimado pela razão entre o CI50 

do composto para formas promastigotas e amastigotas. De acordo com a 

classificação estabelecida por Muylder e colaboradores (2011), compostos com 

valores de IE maiores que 2,0 são mais ativos para a forma intracelular do parasito, 

enquanto que compostos que apresentarem IE menores que 0,4 são mais ativos 

para a forma extracelular do parasito, e valores de IE entre 0,4 e 2,0 indicam que o 

composto tem o mesmo efeito para ambas as formas do parasito. 

A Tabela 09, fornece informações a respeito da especificidade dos derivados 

esteroidais para as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Dentre 

os derivados de todos os grupos o que mais se destaca é o composto 11d, com uma 
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especificidade 3 vezes maior para o estágio intracelular do parasito do que para 

promastigotas. Os outros compostos possíveis de determinar o IE, com exceção do 

composto 3, apresentaram valores que se enquadram entre 0,4 e 2,0, indicando 

desta maneira, que os compostos possuem o mesmo efeito para ambas formas de 

vida do parasito.  

  

Tabela 9: Especificidade dos derivados esteroidais em amastigotas de L. amazonensis RFP. Fonte: 
Próprio autor. 

Composto 
L. amazonensis RFP 

IE* 

1 >1,44 

2 - 

3 0,05 

4 >1,02 

5 - 

6 - 

7c - 

7d  1,37 

8c - 

8d 1,42 

9c - 

9d 0,72 

10c - 

10d - 

11c >1,12 

11d 3,54 

Anfotericina B 0,21 

Miltefosina 1,75 

*I.E.= Índice de especificidade, calculado pela razão entre o CI50 para promastigota e o CI50 
para amastigota intracelular. Anfotericina B e Miltefosina foram utilizadas como fármacos de 
referência.  

 

 

A partir dos resultados preliminares obtidos in vitro com os derivados 

esteroidais, observou-se que o composto 11d apresentou o menor CI50 para forma 

amastigota (15,34 μM) e toxicidade seletiva para macrófagos (IS > 9,78), desta 

maneira, o mesmo foi selecionado para estudos visando elucidar seus efeitos em 

alguns alvos em promastigotas de L. amazonensis. 
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4.4  Efeito do composto 11d em alguns alvos celulares de promastigotas de 
L. amazonensis 

 

 

4.4.1 Efeito do composto 11d na morfologia de Promastigotas de L. 

amazonensis  

 

Com intuito de verificar se o tratamento com o composto 11d (54,4 e 108,8 

µM) induz alteração morfológica em promastigotas de L. amazonensis, após o 

período de incubação com o referido composto, os parasitos foram analisados por 

microscopia óptica. A figura 12 mostra que promastigotas tratadas com o composto 

11d apresentou diminuição em seu tamanho quando comparada ao controle 

negativo. Além do mais, foi possível observar, que ao final do período de incubação, 

os parasitos apresentavam pouco movimento em relação aos parasitos não tratados. 

 

 

 

Figura 12: Alterações morfológicas em promastigotas de L. amazonensis tratadas com o 

composto 11d. (A) controle negativo; (B) promastigotas tratadas com 54,4 µM; (C) promastigotas 

tratadas com 108,8 µM. Após o tratamento, os parasitos foram fixados com paraformaldeído 4%, 

lavadas em PBS, colocados em lâminas de vidro e corados com Giemsa. As lâminas foram 

analisadas por microscopia óptica e fotografadas utilizando a objetiva de 100x. As imagens 

representam três experimentos independentes. Fonte: Próprio autor.  
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4.4.2 O tratamento com o composto 11d não altera a integridade da 
membrana plasmática de promastigotas de L. amazonensis 

 

 

Para verificar se o tratamento com o composto 11d (54,4 e 108,8 µM) leva à 

perda da integridade da membrana plasmática em L. amazonensis, após o 

tratamento, os parasitos foram incubados com o marcador fluorescente iodeto de 

propídeo (PI). A intensidade de fluorescência foi avaliada por fluorimetria. A figura 

13, mostra que não houve aumento na intensidade de fluorescência quando 

comparado ao controle de células sem tratamento, indicando que a membrana 

plasmática do parasito se encontra íntegra. Parasitos aquecidos à 65ºC foram 

utilizados como controle positivo e apresentaram um aumento de 83,21% na 

porcentagem de células marcadas com PI, em comparação ao controle negativo. 
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Figura 13: Efeito do composto 11d na integridade da membrana plasmática do parasito. O 

tratamento com o composto 11d não altera a integridade da membrana plasmática de promastigotas 

de L. amazonenis. Os parasitos foram tratados com 54,4 e 108,8 µM do composto 11d. Em seguida, 

as células foram lavadas e incubadas com Iodeto de Propídeo. A intensidade de fluorescência foi 

determinada por fluorimetria, utilizando os comprimentos de onda de 540 nm de excitação e 600 nm 

de emissão. Parasitos aquecidos à uma temperatura de 65ºC por 10 minutos foram utilizados como 

controle positivo. Análises estatísticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 5.0 usando 

análise de variância (One-way ANOVA), seguida do pós-teste de Dunnett: p < 0,001 (***). Os valores 

representam a média de três experimentos independentes. Fonte: Próprio autor. 
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4.4.3 Efeito do composto 11d no potencial de membrana mitocondrial 
(Δψm) de promastigotas de L. amazonensis  

 

O potencial de membrana mitocondrial em promastigotas tratadas com o 

composto 11d foi avaliado por fluorimetria, utilizando marcação com o Mitotracker 

Red CM-H2XROS®. A figura 14, mostra que o tratamento com o composto 11d 

(54,4 e 108,8 µM) induziu redução de 48,83% e 50,71%, respectivamente, na 

intensidade de fluorescência, em comparação ao controle negativo. O FCCP (20 µM) 

foi utilizado como controle positivo e induziu uma redução de 61,58% na intensidade 

de fluorescência quando comparado ao controle de células não tratadas. 
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Figura 14: Efeito do composto 11d no Δψm. O tratamento com o composto 11d diminui 

significativamente o Δψm de promastigotas de L. amazonensis. Os parasitos foram tratados com 54,4 

e 108,8 µM do composto 11d. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas com Mitotracker 

Red CM-H2XROS®. A intensidade de fluorescência foi determinada por fluorimetria, utilizando os 

comprimentos de onda de 540 nm de excitação e 600 nm de emissão. FCCP (20 µM) foi utilizado 

como controle positivo. Análises estatísticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 5.0 

usando análise de variância (One-way ANOVA), seguida do pós-teste de Dunnett: p < 0,05 (*); p < 

0,01 (**). Os valores representam a média de três experimentos independentes . Fonte: Próprio autor. 
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4.4.4 Efeito do composto 11d na produção de EROs em 
promastigotas de L. amazonensis  

 

 

A produção de EROs em promastigotas tratadas com o composto 11d foi 

avaliada através de fluorimetria, utilizando o marcador H2DCFDA. A figura 15 mostra 

que promastigotas tratadas com o composto 11d (54,4 e 108,8 µM) por 24h 

apresentou aumento significativo na produção de EROs de 50,5 e 60,9%, 

respectivamente, em comparação com o controle sem tratamento. Miltefosina foi 

utilizada como controle positivo e induziu um aumento de 98,25% na produção de 

EROs quando comparada ao controle de células não tratadas. 
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Figura 15: Efeito do composto 11d na produção de EROs em promastigotas de L. 

amazonenses. O tratamento com o composto 11d aumenta significativamente a produção de EROs 

em promastigotas de L. amazonensis. Os parasitos foram tratados com 54,4 e 108,8 µM do composto 

11d. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas com H2DCFDA. A intensidade de 

fluorescência foi determinada por fluorimetria, utilizando os comprimentos de onda de 485 nm de 

excitação e 528 nm de emissão. Miltefosina (44,0 µM) foi utilizada como controle positivo. Análises 

estatísticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 5.0 usando análise de variância (One-

way ANOVA), seguida do pós-teste de Dunnett: p < 0,001 (***). Os valores representam a média de 

três experimentos independentes. Fonte: Próprio autor. 
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4.6  Efeito do composto 11d no ciclo celular de promastigotas de L. 

amazonensis 

 

 

 Com intuito de avaliar se o tratamento com o composto 11d induz 

fragmentação de DNA, foram avaliadas alterações no ciclo celular dos parasitos. A 

figura 16a e 16b, mostra que houve aumento significativo no número de 

promastigotas na fase SubG0/G1 (22,18% e 24,73%) tratados com o composto 11d 

(54,4 e 108,8 µM, respectivamente), em relação ao controle não tratado (13,75%). É 

importante salientar que as células presentes na fase SubG0/G1 correspondem às 

células com baixo conteúdo de DNA, sendo menor que o conteúdo de células 

presente na fase G1 do ciclo celular, 1 x DNA, sugerindo desta maneira, que o DNA 

destas células se encontra fragmentado. 
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Figura 16: Efeito do composto 11d no ciclo celular de promastigotas de L. amazonenses. O 

tratamento com o composto 11d na concentração de 108,8 µM induz fragmentação de DNA em 

promastigotas de L. amazonensis. As células foram incubadas com o composto 11d (54,4 e 108,8 

µM) por 24h. Após este período os parasitos foram permeabilizados com etanol 70%, e incubados 

com PI. A avaliação do DNA das células foi realizada utilizando citometria de fluxo. (A) representação 

gráfica das células presentes em cada fase do ciclo celular. (B) porcentagem do número de células 

em cada fase do ciclo celular. Miltefosina (44,0 µM) foi utilizada como controle positivo. Os valores 

representam a média de três experimentos independentes. Análises estatísticas foram realizadas 

pelo software GraphPad Prism 5.0 usando análise de variância (Two-way ANOVA), seguida do pós-

teste de Bonferroni: p < 0,05 (*) e p < 0,001 (***). Fonte: Próprio autor. 
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4.5 Estudos In Silico 

 

 

4.5.1 Estudo das propriedades físico-químicas das moléculas. 
 

 

As propriedades físico-químicas do composto 11d foram calculadas utilizando 

o software online gratuito Molinspiration®. Os fatores que determinam a 

biodisponibilidade oral de uma droga são determinados através de 4 parâmetros e 

ficaram denominados como " regras dos 5 de Lipinski": LogP menor ou igual a 5; 

massa molecular menor ou igual a 500 g/Mol; número de grupos aceptores de 

ligação de hidrogênio menor ou igual a 5 e números de grupos doadores de ligação 

de hidrogênio menor ou igual a 10. Contudo, moléculas que violam mais do que 

duas destas regras poderão ter problemas com a biodisponibilidade oral LIPINSKI, 

et al 1996).  

Como pode ser verificado na tabela 10, o composto 11d violou apenas um 

dos parâmetros da “regra dos 5”, apresentando valor de LogP de 5,76. Como os 

compostos podem violar até dois parâmetros, o referido composto pode ser 

considerado como um bom candidato a fármaco para administração por via oral. 

 

 

Tabela 10: Propriedades físico-químicas do composto 11d, calculadas no software Molinspiration®. 

Composto logP MM nALH nDLH nviolações 

11d 5,76 496,69 5 2 1 

LogP= coeficiente de partição octanol-água; MM= massa molecular; nALH = número de 
aceptores de ligação de hidrogênio; nDLH = número de doadores de ligação de hidrogênio; 
nviolações = número de violações.  
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4.5.2 Propriedades farmacocinéticas e potencial de toxicidade dos 
compostos 

 

 

A tabela 11 aponta os resultados obtidos para vários parâmetros 

farmacocinéticos do composto 11d, como absorção, metabolismo, excreção e 

toxicidade.  

A primeira etapa que uma substância bioativa deve ultrapassar para alcançar 

a circulação é a barreira intestinal humana. Para isto a substância deve ser 

dissolvida e absorvida no estômago ou intestino. Desta maneira, é importante 

observar que, o composto 11d apresentou resultado positivo no que diz respeito à 

absorção intestinal. Porém, o composto não foi classificado como permeável em 

células Caco-2, uma importante célula do carcinoma do colo intestinal, utilizada 

como modelo para mimetizar o transporte intestinal de fármacos. 

Outra característica importante de ser avaliada é a possibilidade de 

penetração do composto pela barreira hematoencefálica. Neste sentido, os 

resultados obtidos pelo composto 11d para este parâmetro, mostraram que ele tem 

probabilidade de permeação por esta barreira.  

Quanto ao transporte renal de cátions orgânicos, é importante destacar que o 

composto não foi classificado como inibidor deste sistema, uma importante 

ferramenta para que os medicamentos não permaneçam indeterminadamente no 

organismo. 

A metabolização dos fármacos ocorre principalmente no fígado e no intestino, 

pois estes órgãos apresentam vários complexos especializados nesta função. 

Dentre estes complexos, destacam o complexo enzimático citocromo P450 

(CYP450) e como pode ser observado, o composto 11d foi classificado como 

substrato da CYP450 3A4, mas não inibidor das enzimas CYP450 1A2; 2C9; 2D6; 

2C19; 3A4. 

Quanto ao perfil tóxico do composto selecionado, nota-se que ele não 

apresentou toxicidade pelo teste AMES, e também não foi considerado 

carcinogênico. O composto 11d foi classificado no nível III de toxicidade oral aguda. 
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Tabela 11: Propriedades farmacocinéticas do composto 11d, calculadas pelo software admetSAR. 
Fonte: Próprio autor. 

Modelo Composto 

Absorção  11d 

Barreira sangue-cérebro + 

Absorção no intestino Humano + 

Permeabilidade Caco-2 - 

Metabolismo  

CYP450 2C9 Substrato NS 

CYP450 2D6 Substrato NS 

CYP450 3A4 Substrato S 

CYP450 1A2 Inibidor NI 

CYP450 2C9 Inibidor NI 

CYP450 2D6 Inibidor NI 

CYP450 2C19 Inibidor NI 

CYP450 3A4 Inibidor NI 

CYP Promiscuidade inibitória Baixa 

Excreção  

Transporte renal de cátions orgânicos NI 

Toxicidade  

Toxicidade AMES NT 

Carcinogênico NC 

Toxicidade oral aguda III 

(+) = Absorção positiva para o parâmetro avaliado; (-) = absorção negativa para o parâmetro avaliado; 
S = substrato; NS = não substrato; I = inibidor; NI = não inibidor; NT = não tóxico; NC = não 
carcinogênico; III = 3. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Apesar dos esforços para prevenção das leishmanioses, até o momento 

nenhuma vacina ainda foi desenvolvida para o uso humano (JERÔNIMO e 

PEARSON, 2016). O tratamento das leishmanioses é feito através de quimioterapia 

e vários medicamentos estão disponíveis para tal fim, entretanto, problemas como 

toxicidade, baixa eficácia, alto custo e abandono ao tratamento pelos pacientes 

devido à administração parenteral prolongada, são fatores que caracterizam as 

limitações no emprego destes medicamentos (ELMAHALLAWY e AGIL, 2015). 

Neste contexto, a busca por medicamentos que possam apresentar vantagens em 

relação aos medicamentos disponíveis é uma importante ferramenta para mudar 

este cenário.  

Os esteroides são uma importante e diversificada classe de compostos que 

desempenham funções variadas em organismos eucariotos e alguns procariotos. A 

capacidade de penetrar facilmente pela membrana plasmática e se ligarem a 

receptores celulares torna este grupo de compostos um interessante alvo para 

desenvolvimento de novos fármacos (GUPTA, KUMAR, e NEGI, 2013). Diversas 

pesquisas têm, constantemente, mostrado que mudanças estruturais nas moléculas 

destes compostos culminaram em resultados significativos no que diz respeito a 

atividade antimicrobiana ( LI, et al., 1998; ABDELHALIM, et al., 2007), antiparasitária 

(GROS et al., 2006) e anticâncer (GUPTA, KUMAR, e NEGI, 2013).  

Neste trabalho foi avaliada a atividade antileishmanial de compostos sintéticos 

derivados do colesterol, ácido cólico e ácido desoxicólico em formas promastigotas e 

amastigotas de espécies de Leishmania responsáveis pela forma cutânea e visceral 

de leishmaniose. Sendo assim, os compostos foram inicialmente testados em formas 

promastigotas das espécies: L. amazonensis; L. braziliensis; L. infantum e L. major e 

formas amastigotas de L. amazonensis. 

Analisando os resultados dos compostos referentes aos derivados do 

colesterol, observa-se que apenas o composto 4 apresentou atividade 

antileishmanial para promastigotas das espécies de L. braziliensis e L. major (CI50 

7,0 e 23,89 µM, respectivamente), a concentração ativa deste composto foi 22,6 

vezes maior ao da miltefosina em L. braziliensis (CI50 29,66 µM), e em L. major o 
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valor é muito próximo ao valor do fármaco de referência (CI50 20,0 µM). É importante 

destacar que a série de compostos derivados do colesterol apresenta grande 

vantagem em relação aos fármacos de referência, pois não apresentaram 

citotoxicidade em macrófagos de mamíferos. 

No que diz respeito à atividade dos derivados de colesterol para a forma 

amastigota de L. amazonensis, pode-se observar que além do composto 4 (IC50 

97,97 µM), o seu precursor, composto 1 também apresentou um moderado efeito 

antiamastigota (IC50 69,18 µM). Observando os resultados apresentados para as 

formas promastigotas neste estudo, nota-se que os mesmos compostos não 

apresentaram efeitos semelhantes para as diferentes espécies e estágios evolutivos 

do parasito, evidenciando desta forma, a diferença de sensibilidade entre as 

espécies e entre os estágios evolutivos de Leishmania sp utilizadas neste estudo. 

Esta característica tem sido descrita em muitos estudos in vitro e in vivo tanto para 

compostos inéditos, quanto para fármacos de referência (CARRIÓ et al., 2000; 

ANTINARELLI et al., 2016). A diferença de sensibilidade entre as espécies e entre 

os estágios evolutivos da Leishmania sp pode ser decorrente das peculiaridades 

bioquímicas e moleculares que cada uma apresenta, influenciando na efetividade 

das drogas, acarretando  em importantes implicações no tratamento da doença 

(ESCOBAR, et al., 2002). 

Com relação aos resultados apresentados pelo grupo de derivados de ácidos 

biliares, observa-se que no geral, os derivados do ácido cólico não apresentaram 

efeito para as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania sp utilizadas neste 

estudo. Ao contrário dos resultados apresentados por este grupo de moléculas, 

todos os compostos derivados do ácido desoxicólico apresentam efeito tanto para as 

formas promastigotas de Leishmania sp (IC50 variando de 15,83 a 78,67 µM), como 

para formas amastigotas de L. amazonensis (IC50 variando entre 15,34 a 40,43 µM) 

(tabelas 5 e 7, respectivamente). Estes resultados são bastante interessantes, visto 

que as estruturas dos compostos se diferem apenas pela presença ou ausência da 

hidroxila na posição C-7 do núcleo esteroidal (ácido cólico e desoxicólico, 

respectivamente). Desta maneira, vale destacar que a porção esteroidal influenciou 

diretamente na atividade destes compostos.  

É importante salientar que os derivados de ácidos biliares possuem estrutura 

molecular com caráter anfifílico e são amplamente utilizados como carreadores de 
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fármacos pela facilidade de permear por membranas celulares, além disso, são 

também capazes de influenciar na solubilidade gastrointestinal e na estabilidade 

química e enzimática dos fármacos (VIRTANEN e KOLEHMAINEN, 2004; POŠA e 

KUHAJDA, 2010). Estudos realizados com conjugados de aminoquinolina ao AC 

resultou em aumento na atividade dos compostos, evidenciando a importância deste 

ácido biliar como carreador de fármaco (ANTINARELLI et al., 2012). Curiosamente, 

os resultados apresentados pelos derivados do ácido cólico, neste estudo, não 

corroboraram com os resultados apresentados na literatura. A presença da hidroxila 

na posição C-7 do núcleo esteroidal não favoreceu a atividade dos compostos, 

provavelmente por influência dos grupos funcionais conjugadas à molécula. Além do 

mais, tendo em vista que no grupo de derivados do ácido desoxicólico, todos os 

compostos apresentaram efeito antileishmanial, independente do grupo funcional 

conjugado à molécula, supõe-se que o núcleo esteroidal do ácido desoxicólico 

possibilite uma maior capacidade de permeação pela membrana plasmática das 

células, em relação aos derivados do ácido cólico. O ácido desoxicólico é mais 

lipofílico em relação ao ácido cólico, devido à ausência do grupo hidroxila na posição 

C-7 do núcleo esteroidal, o que torna maior a superfície apolar da molécula (POŠA e 

KUHAJDA, 2010). Desta maneira, supõe-se que os compostos derivados do ácido 

desoxicólico tenham maior facilidade de atravessar a membrana plasmática do 

parasito e chegar aos seus alvos celulares. 

Entretanto, é importante destacar que os derivados do ácido desoxicólico 

apresentaram sutil citotoxicidade em macrófagos peritoneais de camundongo 

BALB/c, enquanto que os derivados do ácido cólico não foram tóxicos para esta 

linhagem celular. No entanto, nota-se que, com exceção do composto 10d, todos os 

compostos derivados do ácido desoxicólico apresentaram IS maior que 1, o que 

caracteriza que estes compostos são mais seletivos para o parasito do que à célula 

hospedeira. Tal característica é bastante relevante, visto que os medicamentos 

disponíveis para tratamento das leishmanioses apresentam sérias limitações, 

principalmente devido à alta toxicidade (CHÁVEZ-FUMAGALLI et al., 2015). 

Estudos relacionados ao IE dos compostos também foram realizados e 

analisando os resultados encontrados, observa-se que aqueles derivados 

esteroidais ativos, no geral, apresentaram especificidade para ambas as formas do 

parasito, com exceção do composto 11d (IE = 3,54), mais específico para a forma 
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amastigota do parasito. Desta maneira, pode-se afirmar que o composto 11d pode 

apresentar alvos específicos em amastigotas, ou então ele atua através de 

mecanismos da célula hospedeira modulando sua resposta à infecção por 

Leishmania sp.  

Após a realização dos estudos preliminares com os derivados dos ácidos 

biliares, foi selecionado um composto com intuito de elucidar o seu efeito em alguns 

alvos celulares de Leishmania amazonensis. Para isto, foi selecionado o composto 

com maior IS, neste caso o composto 11d (IS > 9,78). Este composto atua em 

ambas as formas promastigotas (IC50 = 54,4 µM) e amastigotas (IC50 = 15,34 µM) o 

que facilita o estudo do modo de ação. 

Observando as alterações morfológicas desencadeadas pelo tratamento com 

o composto 11d, no qual foi observado redução no tamanho e na motilidade do 

parasito, a primeira questão levantada neste trabalho foi referente à integridade da 

membrana plasmática de L. amazonensis tratadas com este composto. O ácido 

desoxicólico, uma molécula altamente hidrofóbica, possui estrutura similar à 

molécula de ergosterol, um composto apolar encontrado associado aos lipídeos 

constituintes da membrana plasmática de Leishmania sp. A questão era se este 

composto, de alguma maneira, atuava ancorando-se à membrana plasmática 

possibilitando a formação de poros que culminaria na morte do parasito. A 

permeabilização na membrana plasmática é um processo de morte que acarreta no 

extravasamento de proteínas citoplasmáticas para o meio extracelular (RIBEIRO, 

2011). Após um período de tratamento de 24h com o composto 11d, os parasitos 

foram incubados com iodeto de propídeo e foram analisados por fluorimetria, para 

verificar se o composto induzia permeabilização da membrana plasmática. Os 

resultados encontrados, apontam que não houve aumento significativo na 

intensidade de fluorescência de células tratadas em relação ao controle negativo, 

descartando a possibilidade do composto atuar na membrana plasmática da célula 

através da formação de poros. Estudos realizados por Jean-Louis e colaboradores 

(2006), apresentaram evidências de que o ácido desoxicólico promove efeitos 

profundos na membrana plasmática, como aumento no colesterol da membrana e 

alterações na fluidez da membrana de células HTC116. No entanto, neste mesmo 

estudo, os autores associam os efeitos do ácido desoxicólico na membrana à 
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ativação de cascatas de sinais que podem desencadear o processo de morte celular 

por apoptose. 

Outro alvo importante a ser investigado em tripanossomatídeos, incluindo 

Leishmania sp, é a mitocôndria, visto os mesmos possuírem uma mitocôndria única, 

diferente dos eucariotas superiores, como os mamíferos que possuem centenas ou 

até milhares de exemplares desta organela. Assim, em Leishmania sp, a mitocôndria 

constitui não apenas uma organela vital para o parasito mas também tem sido 

postulada como importante alvo para efeito  de drogas anti-tripanossomatídeas 

(FIDALGO e GILLE, 2011). A mitocôndria é o principal sítio da produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) que são subprodutos da fosforilação oxidativa gerados 

no complexo de cadeia de transporte de elétrons (CTE) durante a respiração 

mitocondrial. Altas concentrações de EROs são prejudiciais às células, e a 

manutenção do ΔΨm é fundamental para o funcionamento adequado da CTE para 

gerar ATP e evitar alta produção de EROs (SKARABAHATAVA et al., 2015; 

MIRANDA et al., 2017). Assim, a produção de EROs e alterações no ΔΨm são 

eventos interligados, e seguindo este raciocínio, investigamos o efeito do composto 

11d na mitocôndria de promastigotas de L. amazonensis através da alteração destes 

no perfil destes dois parâmetros. Após um período de incubação de 24h, os 

parasitos tratados apresentaram significativa diminuição do ΔΨm e aumento na 

produção de EROs. Estes resultados sugerem que o funcionamento mitocondrial do 

parasito foi afetado pelo tratamento das células com o composto 11d, culminando 

com o estresse oxidativo. Diminuições no ΔΨm podem ocorrer em resposta à 

variados eventos como estimulação de proteínas, permeabilização da membrana 

mitocondrial interna e inibição da cadeia de transporte de elétrons, sendo que esta 

última pode resultar no aumento da produção de EROs (FIDALGO e GILLE, 2011). 

Desta maneira, os componentes mitocondriais se tornam expostos à ação de EROs 

que podem danificar a organela através de diversos processos bioquímicos como 

peroxidação lipídica, oxidação proteica e mutações no DNA mitocondrial, sendo 

estes, consequência do estresse oxidativo (SKARABAHATAVA et al., 2015). O 

comprometimento funcional da mitocôndria nos parasitos tratados constitui um fator 

suficiente para gerar danos irreversíveis que podem justificar a morte celular. 

Entretanto, associado a este evento, mostramos também que o ciclo celular de 

parasitos tratados com o composto 11d foi alterado, sendo observado aumento de 
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células na fase sub-G0/G1 quando comparadas às células não tratadas, o que 

caracteriza células com baixo conteúdo de DNA, sugerindo fragmentação de DNA. 

Como foi analisado o DNA total do parasito, não é possível afirmar se o DNA afetado 

foi o nuclear e/ou o mitocondrial. Entretanto, visto a quantidade de DNA nuclear 

constituir a grande maioria celular, supomos que nosso composto também atue no 

DNA nuclear, não excluindo, entretanto, ação sob o DNA mitocondrial. Este conjunto 

de dados demonstra que o composto 11d exibe ação antileishmanial em várias 

organelas importantes e essenciais ao completo desenvolvimento celular, incluindo 

mitocôndria e núcleo. 

A promissora atividade antileishmanial in vitro do composto 11d estimula 

estudos em modelo experimental murino. Entretanto, estes estudos requerem 

protocolos onerosos que demandam de tempo, além do uso de animais de 

experimentação, que tem se tornado cada vez mais limitado devido a pressão 

pública e política (ALVES, 2014). Desta maneira, o uso de análises computacionais 

(in silico) tem sido apontada como excelente ferramenta preditiva para ensaios in 

vivo, e as informações obtidas por estas ferramentas podem ser utilizadas para 

avaliar o potencial de novos compostos sintéticos candidatos a fármacos. 

Estudos in silico das propriedades físico-químicas podem ser utilizados para 

prever o comportamento de substâncias químicas em seres humanos, e de acordo 

com Lipinski, e colaboradores (1996), alguns parâmetros estruturais da molécula 

fornecem informações que podem ser utilizadas para predizer teoricamente se uma 

droga é boa candidata para administração por via oral. Assim, de acordo com a 

“regra dos 5 de Lipinski" (LogP menor ou igual a 5; Massa molecular menor ou igual 

a 500; número de grupos aceptores de ligação de hidrogênio menor ou igual a 5; 

números de grupos doadores de ligação de hidrogênio menor ou igual a 10), o 

composto 11d pode ser considerado como um bom composto para uso oral, visto 

obedecer a maioria dos critérios estabelecidos: (i) A massa molecular (MW) está 

relacionada ao tamanho da molécula, e quanto maior for, maior a cavidade que a 

molécula formará na água diminuindo assim sua solubilidade, o MW também 

influencia na difusão passiva da molécula através membrana plasmática (KERNS, 

2008). Este composto apresenta MM de 496,69 g/Mol e, portanto, está dentro do 

parâmetro estabelecido para esta característica; (ii) no que diz respeito ao número 

de doadores e aceptores de ligação de hidrogênio, o composto 11d, não apresentou 
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violações destes parâmetros. Portanto, este fato representa uma grande vantagem 

no que diz respeito à sua permeação pela membrana celular. A bicamada lipídica 

oferece uma quantidade limitada de grupos de ligação de hidrogênio. Portanto, um 

composto com excessivo número de doadores de ligações de hidrogênio (DLH) 

prejudica a permeabilidade deste pela membrana. Muitos grupos aceptores de 

ligação de hidrogênio (ALH) em um soluto, podem também limitar a permeabilidade 

da molécula. Sendo assim, o composto deve ser lipofílico o suficiente para superar 

as perdas de energia que ocorrem na ruptura das ligações de hidrogênio com a 

água ou com a bicamada lipídica (LIPINSKI, et al., 1996; MÄLKIÄ, at al., 2004). O 

composto 11d, violou apenas um dos itens, apresentando logP igual a 5,76, o qual 

extrapola ligeiramente a regra estabelecida por Lipinsk e colaboradores (1996). A 

lipofilicidade de um composto é a tendência que este apresenta para partição entre 

uma matriz lipídica (octanol) e outra aquosa com valores de pH onde todas as 

moléculas do composto estão na forma neutra. O coeficiente de partição octanol-

água é dado como LogP ( MÄLKIÄ, et al, 2004; KERNS, 2008;). Estes resultados 

sugerem que o composto 11d apresenta potencial para ser administrado por via oral, 

visto que apenas uma violação da “regra dos 5 de Lipinsk” não representa uma 

limitação para este tipo de administração.  

A determinação de propriedades farmacocinéticas como absorção, 

distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (ADMET) são parâmetros 

importantes no estudo de candidatos à fármacos (LIPINSKI, et al., 1996; BOOBIS, et 

al., 2002). Neste sentido, o estudo preditivo promovido com o composto 11d, no que 

diz respeito às suas propriedades farmacocinéticas, mostrou que o composto tem 

capacidade de ser absorvido pela barreira intestinal humana, o que caracteriza um 

processo importante para que os fármacos possam alcançar a corrente sanguínea e 

chegar aos seus alvos teciduais (TRIFUNOVI, et al., 2016). Curiosamente, o 

composto apresentou um comportamento contrário, em relação à absorção em 

células Caco-2. É importante destacar, que as células Caco-2, células do carcinoma 

do cólon humano, são amplamente utilizadas em estudos in vitro nas áreas de 

pesquisas farmacêuticas, como modelo para absorção intestinal de fármacos. Estas 

células apresentam fortes correlações com os enterócitos do intestino, como alguns 

sistemas de transporte e algumas enzimas metabólicas, porém apresenta algumas 

limitações, como porosidade paracelular menor em comparação ao intestino 
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delgado, além do mais, a expressão dos transportadores nem sempre mimetizam o 

modelo in vivo. (FREDLUND, WINIWARTER, e HILGENDORF, 2017). Desta 

maneira, é importante destacar que alguns resultados de permeabilidade em células 

Caco-2, não condizem com a absorção intestinal humana in vivo. Além disto, 

embora seja reconhecido que um substrato com baixa permeabilidade em células 

Caco-2 possa apresentar baixa permeabilidade in vivo, existe a possibilidade destes 

compostos serem substratos de transportadores com menor índice de expressão 

nestas células quando relacionadas ao intestino humano (LARREGIEU e BENET, 

2013). 

A barreira hemato-encefálica (BHE) possui camadas de células que 

apresentam junções muito estreitas que reduzem a passagem de íons e outros 

pequenos solutos hidrofílicos através de suas fendas, formando assim uma 

importante barreira física. Desta maneira, ela restringe o tráfego de células e de 

algumas moléculas do sangue para o cérebro, proporcionando uma proteção contra 

substâncias tóxicas e agentes infecciosos (ABBOTT, 2013). Para que um fármaco 

consiga atravessar a BHE é preciso que sua molécula possua algumas 

características como a baixa capacidade de ligação à hidrogênio e lipofilicidade 

(GABATHULER, 2010). No estudo realizado com o composto 11d, observa-se que 

ele foi classificado como permeável na BHE, provavelmente pelas características 

moleculares que ele possui. Este fator pode favorecer tratamento na leishmaniose 

visceral onde, em alguns casos, foram relatados a presença de amastigotas de 

Leishmania sp em tecidos do sistema nervoso central, tanto em humanos quanto em 

cães doentes (MÁRQUEZ et al., 2013). 

Antes de serem eliminadas as drogas necessitam serem biotransformadas 

para se tornarem mais fáceis de serem excretadas. Este metabolismo ocorre no 

fígado, porém o intestino delgado também pode participar deste processo (KLOTZ, 

2009). A fase I desta metabolização ocorre através das enzimas do citocromo P450 

oxidase (CYP450) e nesta fase, um fármaco sofre modificações que resultam em 

compostos mais hidrofílicos. Na fase II, ocorrem algumas reações onde os 

compostos formados na fase I são conjugados com substâncias hidrossolúveis, 

facilitando desta maneira sua excreção (WILDT, TIBBOEL, e LEEDER, 2014). 

As isoformas das enzimas CYP com maior número de substratos são: 

CYP450 1A2; 2C9; 2D6; 2C19 3A4 ( DANTON et al., 2013; HABENSCHUS, 2016). É 
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importante salientar que a inibição de alguma destas enzimas podem levar à 

interação medicamentosa, onde o fármaco co-administrado não é metabolizado 

acarretando em seu acúmulo em níveis tóxicos no organismo (PARAMASHIVAM et 

al., 2015). Entretanto, é importante salientar que o composto 11d foi classificado 

com baixa promiscuidade inibitória de CYP450, e entre as enzimas utilizadas como 

modelos pelo software admetSAR, o composto 11d foi classificado como não 

inibidor das enzimas CYP450 e substrato da CYP450 3A4, a enzima responsável 

pela metabolização de mais de 50% dos fármacos disponíveis.  

O transporte renal de cátions orgânicos é constituinte do sistema de 

eliminação de fármacos e seus metabólitos, evitando desta maneira, a permanência 

de um medicamento por tempo indeterminado no organismo. Sabe-se que a inibição 

destes transportadores pode resultar no acúmulo de fármaco levando à 

nefrotoxicidade e lesão renal (YIN, DUAN e WANG, 2016). No entanto, o composto 

11d não foi classificado como inibidor deste sistema de transporte. 

No que diz respeito à predição de toxicidade, o composto 11d não apresentou 

toxicidade pelo teste de AMES, e foi classificado como não carcinogênico e no nível 

III de toxicidade oral aguda, o que inclui compostos com dose letal mediana (DL50) 

entre 500mg/kg e 4999 mg/kg (CHENG et al., 2012; LI et al., 2014). 

Com base nos resultados obtidos in silico, é possível afirmar que o composto 

11d apresentou resultados satisfatórios, com características que permitem sua 

classificação como um bom candidato a fármaco para administração por via oral. 
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6 CONCLUSÃO 

 
Em uma análise geral dos resultados obtidos pelos testes in vitro, observa-se 

que entre os derivados esteroidais testados neste trabalho, os derivados do ácido 

desoxicólico apresentaram o melhor efeito antileishmanial para as formas 

promastigotas e amastigotas in vitro. Dentre esta série de compostos, o composto 

11d é o mais seletivo para L. amazonensis e o mais específico para a forma 

intracelular desta espécie. Este composto tem como alvo celular a mitocôndria, 

aumentando a produção de EROs e diminuindo o ΔΨm. Além do mais, o composto 

mostrou causar alterações no ciclo celular do parasito. 

Estudos teóricos das propriedades físico-químicas e farmacocinéticas do 

composto 11d mostraram que ele possui capacidade de permear por membranas 

biológicas sendo possível a administração por via oral.  

Os resultados apresentados neste trabalho destacam o potencial 

antileishmanial dos derivados esteroidais e abrem perspectivas para síntese de 

novos compostos, a partir de modificações estruturais de compostos já avaliados 

buscando potencializar a atividade dos mesmos e garantir a baixa toxicidade aos 

hospedeiros.  
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