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RESUMO 
 

As leishmanioses são um complexo de doenças infecciosas tropical negligenciada com milhares 

de casos anualmente; sendo de grande preocupação para a saúde global, particularmente a forma 

mais grave, a leishmaniose visceral. Os tratamentos da leishmaniose visceral são limitados e 

têm efeitos adversos graves. Os compostos contendo guanidina, selênio e acridínicos tem 

apresentado atividades biológicas, dentre estas, antiparasitárias. Analisou-se, portanto, os 

efeitos citotóxicos desses vários compostos contendo guanidina, derivados de acridina e 

selenoglicolicamidas em Leishmania infantum em suas formas promastigota e amastigota in 

vitro, sua citotoxicidade em células humanas e efeitos na produção de espécies reativas de 

nitrogênio. Quanto a atividade dos derivados acridínicos, os valores de CI50 foram entre 1,10 a 

6,05μg/mL para formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum. Na atividade sob 

formas amastigotas axênicas dos compostos mais ativos, destaca-se expressiva atividade do 

AMTAC 11 (EC50= 0,97 ± 0,2 μg/mL) e baixa citotoxicidade em células mononucleares do 

sistema periférico (CC50= > 100 μg/ml). Para os compostos do grupo das selenoglicolicamidas, 

dos 9 compostos avaliados, 8 apresentaram atividade inibitória contra promastigotas de L. 

infantum com CI50 que variaram entre 1,34 e 68,96 µg/mL. Na atividade citotóxica para 

amastigotas, o composto mais promissor, MSe 13 apresentou CE50 de 14,59 ± 1,44 µg/mL. 

Dentro das concentrações testadas, nenhum dos compostos apresentaram toxicidade em 

eritrócitos humanos. Para identificar os mecanismos de ação, avaliou-se os processos de morte 

celular por coloração com anexina V e iodeto de propídio e produção de nitrito. Quanto ao 

avaliação do perfil de morte celular a selenoglicolicamida MSe 13 induziu morte celular por 

apoptose em amastigotas axênicas, todavia a MSe 13 ainda induziu um percentual de morte 

celular em PBMC por apoptose, assim como o fármaco de referência Anfotericina B. Já os 

compostos guanidinícos LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 apresentaram valores de CI50 entre 

5,14 a 10,76  µg/mL, respectivamente, em promastigotas. Estes compostos exibiram 

citotoxicidade em amastigotas axênicas em valores de 10,59; 8,15 e 8,46 µg/mL. Os derivados 

de guanidina não apresentaram citotoxicidade aparente em células de doadores saudáveis. 

Compostos contendo guanidina apresentaram uma porcentagem significativa de amastigotas a 

apoptose. Independente da infecção por L. infantum, LQOFG-7 aumentou a produção de nitrito 

em PBMC’s sugerindo um potencial mecanismo de ação para este composto. Portanto, esses 

dados sugerem que os derivados de guanidina, selenoglicolicamidas e espiro-acridínicos são 

potenciais moléculas para atividade anti-Leishmania, e mais pesquisas são necessárias para o 

entendimento completo de seu mecanismo de ação. 
 
Palavras-chave: atividade anti-Leishmania; leishmaniose; derivados de guanidina; 

selenoglicolicamidas; derivados espiro-acridínicos; apoptose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a neglected tropical infectious disease complex with thousands of cases 

annually; being of major global health concern, particularly the most severe form, visceral 

leishmaniasis. Treatments for visceral leishmaniasis are limited and have serious adverse 

effects. Compounds containing guanidine, selenium, and acridines have shown biological 

activities, including antiparasitic. Therefore, we analyzed the cytotoxic effects of these various 

compounds containing guanidine, acridine derivatives, and selenoglycolicamides on 

Leishmania infantum in their promastigote and amastigote forms in vitro, their cytotoxicity in 

human cells and their effects on the production of reactive nitrogen species. As for the activity 

of acridine derivatives, the IC50 values ranged from 1.10 to 6.05μg/mL for promastigote forms 

of Leishmania (Leishmania) infantum. In the activity under axenic amastigotes of the most 

active compounds, there is an expressive activity of AMTAC 11 (EC50= 0.97 ± 0.2 μg/mL) 

and low cytotoxicity in mononuclear cells of the peripheral system (CC50= > 100 μg/mL ). For 

the compounds of the selenoglycolicamides group, of the 9 compounds evaluated, 8 showed 

inhibitory activity against L. infantum promastigotes with IC50 ranging between 1.34 and 68.96 

µg/mL. In terms of cytotoxic activity for amastigotes, the most promising compound, MSe 13, 

showed an EC50 of 14.59 ± 1.44 µg/mL. Within the concentrations tested, none of the 

compounds showed toxicity in human erythrocytes. To identify the mechanisms of action, the 

processes of cell death were evaluated by staining with annexin V and propidium iodide and 

nitrite production. As for the evaluation of the cell death profile, selenoglycolicamide MSe 13 

induced cell death by apoptosis in axenic amastigotes, however, MSe 13 still induced a 

percentage of cell death in PBMC by apoptosis, as well as the reference drug Amphotericin B. 

LQOFG-2, LQOFG-6 and LQOFG-7 showed IC50 values between 5.14 and 10.76 µg/mL, 

respectively, in promastigotes. These compounds exhibited cytotoxicity on axenic amastigotes 

at values of 10.59; 8.15 and 8.46 µg/ml. The guanidine derivatives showed no apparent 

cytotoxicity in cells from healthy donors. Compounds containing guanidine showed a 

significant percentage of amastigotes to apoptosis. Regardless of L. infantum infection, 

LQOFG-7 increased nitrite production in PBMC's suggesting a potential mechanism of action 

for this compound. Therefore, these data suggest that guanidine derivatives, 

selenoglycolicamides, and spiro-acridines are potential molecules for anti-Leishmania activity, 

and more research is needed to fully understand their mechanism of action. 

 

Keywords: anti-Leishmania activity; leishmaniasis; guanidine derivatives; 

selenoglycolicamides; spiro-acridine derivatives; apoptosis 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania e são transmitidas entre mamíferos por dipteros da família Psychodidae fêmeas 

(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). A infecção por Leishmania afeta humanos e diversos 

animais domésticos e tem grande impacto na saúde pública com morbidade e mortalidade 

significativos (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021). 

Existem duas formas principais da doença: leishmaniose tegumentar (LT) e 

leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar. LT é a forma mais comum,  e a 

LV é a forma mais grave da doença. Em 2018, 92 e 83 países ou territórios foram considerados 

endêmicos ou haviam relatado casos de LT e LV, respectivamente,  e estima-se que a 

prevalência mundial de todas as formas desta infecção é de cerca de 12 milhões de casos, com 

1,5–2 milhões adicionados novos casos de leishmaniose cutânea e 500.000 casos de 

leishmaniose visceral todos os anos. Além disso, cerca de 60.000 mortes devido a estas doenças 

parasitárias têm sido relatadas anualmente no mundo. Apesar do diagnóstico incorreto e da 

subnotificação, espera-se que os casos reais sejam maiores (AKBARI; ORYAN; HATAM, 

2021). 

Essa doença prospera em áreas onde o acesso a cuidados de saúde, saneamento e água 

potável são inadequados, atingindo pessoas pobres da sociedade. Compreender a complexa 

interação entre fatores socioeconômicos, culturais, demográficos e ecológicos nesses ambientes 

é parte do desafio de vencê-los (THE LANCET GLOBAL HEALTH, 2020). 

Durante décadas, a leishmaniose visceral foi tratada por fármacos antimonimais 

pentavalentes (SbV): o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sódio 

(Pentostan®), não parecendo existir diferenças quanto à eficácia terapêutica destas formulações. 

No Brasil, a única formulação disponível é o antimoniato meglumina, que vem sendo 

distribuída pelo Ministério da Saúde em ampolas. Os antimoniais são cardiotóxicos e podem 

induzir arritmias. Esse efeito adverso é particularmente evidente na coinfecção HIV-

leishmaniose visceral (BRASIL., 2006; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Devido às 

limitações presentes nos tratamentos atuais, a busca por novos fármacos com atividade 

leishmanicida se faz necessária (LAMOTTE et al., 2017).  

Muitos compostos contendo guanidina em suas estruturas foram sintetizados na última 

década mostrando potente atividade antimicrobiana, com alguns deles em desenvolvimento 

avançado de candidatos a fármacos ou mesmo em estudos de fase clínica (KIM; SEMENYA; 
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CASTAGNOLO, 2021a; LIU et al., 2011; MUTTATHUKATTIL et al., 2019; RD et al., 2019; 

REID et al., 2008). O grande interesse nas guanidinas, especialmente fármacos contendo 

guanidina, deve-se principalmente à sua capacidade de formar interações não covalentes com 

proteínas e alvos moleculares, por meio da ligação de ânions como carboxilatos, fosfatos, 

sulfetos através de ligações H, pareamento de cargas e interações catiônicas (KIM; SEMENYA; 

CASTAGNOLO, 2021b).  

Já os compostos orgânicos contendo selênio em sua estrutura, tem-se destacado por sua 

atividade antioxidante, e efeitos antitumorais, prevenindo a angiogênese (DE QUEIROZ et al., 

2020). A evidência de que compostos com comprovada atividade antiproliferativa contra o 

câncer foram escolhidas para testes como agentes leishmanicidas e demonstraram exibir efeitos 

potentes e seletivos contra algumas espécies de Leishmania (MARTÍN-MONTES et al., 2017). 

Juntamente, os compostos de acridina têm chamado a atenção a partir de atividades 

biológicas já relatadas. Vários derivados de acridina, que mostraram uma forte atividade 

antiproliferativa, foram considerados promissores como agentes antitumorais e usados para 

terapia antiparasitária (CAROLE et al., 2005; DE LIMA SERAFIM et al., 2018; DELMAS et 

al., 2004; DI GIORGIO et al., 2007; MENEZES et al., 2019). Por muitos anos a estrutura planar 

dos anéis tricíclicos conferiu aos derivados de acridina a capacidade de se intercalar no DNA e 

interferir em vários processos metabólicos em células procarióticas e eucarióticas (BARROS et 

al., 2012; BELMONT; DORANGE, 2008; CAROLE et al., 2005; CHARMANTRAY et al., 

2003; GAO et al., 2015; HEALD; STEVENS, 2003; PATEL; MALI; PATEL, 2010). 

Desta forma, a importância no desenvolvimento biotecnológico de produtos mais 

eficazes, seguros e com menores efeitos colaterais para o hospedeiro se faz necessário e de 

extrema importância para o controle, tratamento e prevenção desta doença. Os objetivos 

propostos para a busca de atividade anti-Leishmania e estudo dos mecanismos associados a esta 

atividade atua em  duas frentes principais: (1) Avaliação dos derivados de guanidina e 

selenoglicolicamidas e acridínicos na atividade anti-Leishmania (2) Avaliação do composto 

mais promissor na influência na morte celular e produção de óxido nítrico em células humanas 

do sangue periférico, sendo possível validar o papel desses compostos como promissores no 

desenvolvimento biotecnológico de novos fármacos.   
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Leishmaniose: parasito e vetor 

 

A leishmaniose pertence ao grupo das Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs),  que 

incluem várias doenças parasitárias, virais e bacterianas em cerca de mais de um bilhão de 

pessoas em todo o mundo, com maior presença nos países subdesenvolvidos das regiões de 

clima tropical e subtropical (WHO, 2021). 

Em 2018, mais de 90 países foram considerados endêmicos ou haviam relatado casos 

de leishmaniose, países pobres do Sudeste Asiático, África Oriental e América Latina, a 

leishmaniose também é endêmica em vários países mediterrâneos. Hoje, mais de 1 bilhão de 

pessoas vivem em áreas endêmicas para leishmaniose e estão sob risco de infecção. Entre todas 

as doenças parasitárias, a mortalidade por leishmaniose perde apenas para a malária (PACE, 

2014; WHO, 2021; THE LANCET GLOBAL HEALTH, 2020). 

O gênero Leishmania é constituído por protozoários tripanossomatídeos pertencentes à 

ordem Kinetoplastida, e abrange mais de 20 espécies diferentes. Existe variação geográfica no 

(s) tipo (s) de espécie (s) entre países endêmicos com clima subtropical característico (figura 

1). Inicialmente, apenas caracteres extrínsecos, como manifestações clínicas, distribuições 

geográficas, ciclos epidemiológicos e o comportamento de Leishmania em seus vetores de 

flebotomíneos, foram utilizados para discriminar as espécies de Leishmania. Assim, o gênero 

Leishmania foi subdividido em dois subgêneros: Leishmania, que é encontrada nas Américas, 

Ásia e Africa, e em Viannia, endêmica nas américas. Espécies distintas de Leishmania causam 

diferentes manifestações clínicas, e o resultado é determinado pela interação dos seguintes: 

características do parasita, biologia do vetor e fatores do hospedeiro, com as respostas imunes 

sendo um fator chave nessa relação (AKHOUNDI et al., 2016b; PACE, 2014). 
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Figura 1. Taxonomia da Leishmania spp. 

 

 
 
Fonte: ALONSO, 2014; BRASIL, 2017.  
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Os parasitas do gênero Leishmania são transmitidos aos humanos pela picada de um 

flebotomíneo fêmea infectado dos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia (AKBARI; ORYAN; 

HATAM, 2021). Noventa e três das cerca de 800 espécies conhecidas dessses flebotomínios 

hematófago, conhecidos como mosquitos-palha, transmitem a leishmaniose. O vetor (figura 2), 

é um artrópode de 2 a 3 mm de comprimento, cuja cor varia do preto ao branco e são ativos nos 

meses quentes de verão (PACE, 2014).  

Fora do hospedeiro vertebrado, o ciclo de vida da Leishmania está confinado ao trato 

digestivo dos flebotomíneos. A localização precisa difere entre os subgêneros Leishmania e 

Viannia. As espécies do subgênero Viannia entram no intestino posterior antes de migrar para 

o intestino médio e, portanto, são chamados de parasitas peripilar. No entanto, a maioria das 

espécies de Leishmania (subgênero Leishmania) são parasitas suprapilar, pois seu 

desenvolvimento é restrito ao intestino médio (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). A saliva do vetor 

também contém várias moléculas com propriedades vasodilatadoras, anticoagulantes ou anti-

inflamatórias. Essas moléculas são importantes para a alimentação sanguínea, mas também 

desempenham um papel crucial na transmissão da Leishmania. Ela possui características que 

modulam a resposta imune de um hospedeiro permitindo o estabelecimento da infecção por 

Leishmania (VOLF; HOSTOMSKA; ROHOUSOVA, 2008). 

 

Figura 2. Flebotomínio vetor da leishmaniose 

 
Fonte: Brasil, 2017. 

 

 

 

Apenas as fêmeas de flebotomíneos realizam repasto sanguíneo em mamíferos para 
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fazer as refeições necessárias para a conclusão do desenvolvimento do ovo. Alguns 

flebotomíneos têm uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo canídeos, roedores, 

marsupiais e hiracoides, enquanto outros se alimentam principalmente de humanos. 

Consequentemente, a leishmaniose humana pode ter padrões de transmissão zoonóticos ou 

antroponóticos. Em seu hospedeiro mamífero, os parasitas Leishmania vivem e se multiplicam 

em células fagocíticas dentro dos chamados fagolisossomos. Atualmente, existem 18 espécies 

diferentes de Leishmania descritas que são patogênicas para humanos  (STEVERDING, 2017). 

 

 

2.2 Ciclo biológico  

 

A sobrevivência do parasita Leishmania depende do sucesso da transmissão zoonótica 

ou antroponótica entre o vetor e um reservatório. A transmissão zoonótica ocorre em ciclos 

domésticos, nos quais o cão é o reservatório principal, ou em ciclos silvestres, como nas 

florestas tropicais das Américas ou nos desertos da Ásia Central, onde a transmissão enzoótica 

ocorre entre animais selvagens, com humanos. Duas formas morfológicas principais são 

identificadas no ciclo de vida da Leishmania: a forma promastigota, flagelada e extracelular, de 

15–20 μm de comprimento, e a forma amastigota, intracelular obrigatória, de 3–5 μm de 

comprimento presentes nas células da linhagem monócito-macrófago do hospedeiro mamífero 

(Figura 3). (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; PACE, 2014) 

 

Figura 3. Formas promastigota e amastigota do gênero Leishmania. 

 

Fonte: ROCHA, J.C. (2018). (A) Cultura de promastigotas de L. infantum. (B) Fotomicrografia de macrófago 

infectado com formas amastigotas de Leishmania. 
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As Leishmania spp. possuem um ciclo de vida dimórfico (Figura 4), incluindo a forma 

promastigota metacíclica, sua forma mais infecciosa, na qual o parasita é transmitido pela 

picada do mosquito-palha fêmea infectado. As promastigotas são fagocitadas por células 

fagocíticas mononucleares do sistema imunológico do hospedeiro vertebrado. Eles se 

diferenciam em amastigotas nessas células e que se desenvolvem e se multiplicam dentro do 

fagócito até serem liberados pela lise celular para infectar outros macrófagos, causando a 

doença. Os flebotomíneos ingerem as células infectadas durante o repasto sanguíneo (AKBARI; 

ORYAN; HATAM, 2021; KAYE; SCOTT, 2011; PACE, 2014) 

As amastigotas então se transformam em promastigotas dentro no intestino dos 

flebotomíneos. A alteração das condições no processo de deslocamento do hospedeiro 

mamífero para o intestino médio do mosquito (tal como diminuição da temperatura e aumento 

do pH) desencadeia na transformação morfológica e no desenvolvimento do parasita. No trato 

digestivo do inseto, as formas amastigotas se transformam em promastigotas procíclicas, forma 

avirulenta, fracamente móvel com um flagelo curto e que se replicam intensamente. 

Posteriormente os parasitas começam a retardar a sua replicação e passam a se diferenciar em 

nectomonada, de forte motilidade. Eles se movem em direção ao intestino médio anterior e 

depois se desenvolvem em leptomonadas, as quais se multiplicam intensamente resultando em 

um aumento da infecção no intestino anterior do inseto. Por fim, a Leishmania se transforma 

em estágios metacíclicos infecciosos. Metacíclicos são pequenas formas de rápida 

movimentação com flagelo alongado. A metaciclogênese em Leishmania é induzida in vitro 

por baixo pH e depleção de nutrientes (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; DOSTÁLOVÁ; 

VOLF, 2012; KAUFER et al., 2017). 
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Figura 4. Ciclo biológico e transmissão da leishmaniose 

 
Legenda: A forma promastigota procíclica de Leishmania spp. diferenciam-se em promastigotas metacíclica 

infecciosas e não divisíveis no vetor, localizados prontos para transmissão na válvula estomodeal (uma invaginação 

do intestino anterior no intestino médio). Durante o repasto sanguíneo, o flebotomíneo regurgita promastigotas 

metacíclicos, juntamente com proteofosfoglicanos derivados de parasitas imunomoduladores e vários 

componentes salivares. Promastigotas metacíclicos são então fagocitados por células fagocíticas no ambiente local. 

Após estabelecer uma residência intracelular, as promastigotas metacíclicas se transformam em amastigotas 

aflageladas. As amastigotas sofrem replicação dentro das células hospedeiras, que se rompem quando muitas 

amastigotas estão presentes, permitindo a reinfecção de fagócitos locais. O ciclo de transmissão está completo 

quando os fagócitos infectados são absorvidos por outro flebotomíneo com um novo repasto sanguíneo, e as 

amastigotas então se convertem em promastigotas no intestino médio do flebotomíneo. 

Fonte: Elaboração própria no site biorender.com 

 

 

 

2.3 Epidemiologia da leishmaniose 

 

A leishmaniose está disseminada em áreas tropicais e subtropicais e é encontrada em 

países da Europa, África, Ásia e América. No entanto, mais de 90% dos novos casos ocorrem 

em apenas 13 países (Afeganistão, Argélia, Bangladesh, Bolívia, Brasil, Colômbia, Etiópia, 

Índia, Irã, Peru, Sudão do Sul, Sudão e Síria) (WHO, 2022).  

Estima-se que 0,7-1,2 milhões de casos de leishmaniose tegumentar (LT), ou 

leishmaniose cutânea, ocorram principalmente no litoral mediterrâneo, nas Américas e na Ásia 

ocidental, com cada região contribuindo com cerca de 30% dos casos, embora até 75% desses 

casos sejam encontrados no Brasil, Síria e Afeganistão. Cerca de 35.000 casos de leishmaniose 

mucocutânea ocorrem anualmente, principalmente no Brasil, Peru e Bolívia (STEVERDING, 
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2017). 

O número de casos mundiais de leishmaniose visceral é calculado para atingir até 200 a 

400 milhares de pessoas por ano com uma porcentagem > 90% destes casos ocorrendo na Índia 

(principalmente no estado de Bihar, ao nordeste), Bangladesh, Brasil, Etiópia, Quênia, Somália, 

e Sudão. No entanto, a doença continua endêmica em mais de 60 países. Segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), estima-se 500.000 casos de leishmaniose visceral todos os anos, 

além disso, cerca de 60.000 mortes devido a esta doença parasitária têm sido relatadas 

anualmente no mundo (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; PACE, 2014; WHO, 2021).  

De acordo com a OMS, estima-se que 30.000 novos casos de LV e mais de 1 milhão de 

novos casos de LT ocorram anualmente. Em 2019, 20.792 dos 22.145 (94%) novos casos 

notificados ocorreram em sete países (Figura 5), dentre os quais o Brasil se encontra como um 

dos países com maior prevalência dessa doença (Figura 6), sendo relatado também 2.529 casos 

para a LV e 15.485 para LT no ano de 2019, segundo o ministério da saúde (WHO, 2021). A 

LT ocorre em ambos os sexos e em todas as faixas etárias, entretanto, na média do país, 

predominam os maiores de 10 anos (92,5% do total de casos) e o sexo masculino (74% no ano 

de 2014) (BRASIL,2017).  
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Figura 5. (A) Incidência da leishmaniose cutânea em todo o mundo no ano de 2020; (B) Incidência da leishmaniose visceral em todo o mundo no 

ano de 2020. 

 
Fonte: WHO,2021
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Figura 6. Casos de leishmaniose visceral na região das Américas entre 2001-2019. 

 

Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais de Leishmanioses / Serviços de 

vigilância, 2020. 

 

O verdadeiro número de casos da leishmaniose ainda é desconhecido devido à 

subnotificação da falta de sistemas de vigilância epidemiológica ou métodos de diagnóstico 

apropriados, onde a maioria dos dados de incidência disponíveis ainda é baseados em 

estimativas. A mortalidade resultante dessa doença é estimada em 10-20%, especialmente em 

áreas pobres sem assistência a serviços de saúde. Desde o início da pandemia de HIV na década 

de 1990, tem havido um aumento nos casos relatados de coinfecção Leishmania-HIV em áreas 

endêmicas, pois o HIV aumenta a suscetibilidade a infeção por LV. Os humanos são o principal 

reservatório da leishmaniose visceral para L. donovani. A doença é mais comum em vilas 

agrícolas, onde as casas geralmente possuem paredes de barro e piso de terra, e o gado é mantido 

sob o mesmo teto ou a uma curta distância, criando um nicho ecológico favorável para o vetor 

(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; STEVERDING, 2017).   

O cão-doméstico (Canis lupus familiaris), na área ubana é o reservatório primário de L. 

infantum. A enzootia canina tem precedido a ocorrência de casos humanos e a infecção em cães 

tem sido mais prevalente do que no homem. No ambiente silvestre, os reservatórios são o 

graxaim-do-mato (Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). No Brasil, foram 

encontradas infectadas nas regiões Nordeste, Sudeste e na Amazônica. Os marsupiais 

didelfídeos foram encontrados infectados no Brasil e na Colômbia. (BRASIL, 2006). Já na 

leishmaniose tegumentar,reservatórios silvestres já foram registados como hospedeiros e 

possíveis reservatórios naturais algumas espécies de roedores, marsupiais, edentados, 
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quirópteros, e canídeos silvestres. São numerosos os registros de infecção  em  animais  

domésticos como cães e gatos. LT nesses animais pode apresentar-se como uma doença crônica 

com manifestações semelhantes as da doença humana, ou seja, o parasitismo ocorre 

preferencialmente em mucosas das vias aerodigestivas superiores (BRASIL, 2017). 

 

2.3 Manifestações clínicas 

 

A leishmaniose apresenta formas clínicas diferentes, onde o resultado de cada 

manifestação é determinado pela espécie do parasita infectante, pela suscetibilidade genética 

do hospedeiro e pela dependência das características da resposta imune mediada por células  

(BRASIL, 2017; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). De forma geral, a leishmaniose se divide 

em dois grandes grupos: a leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose viceral (LV). 

A LT possui ampla distribuição mundial; no Brasil, a LT é uma doença com diversidade 

de agentes, de reservatórios e de vetores que apresenta diferentes padrões de transmissão e um 

conhecimento ainda limitado sobre alguns aspectos, o que a torna de difícil controle. Mesmo 

com a diversidade de espécies de Leishmania envolvidas na LT, a manifestação clínica da 

doença depende não apenas da espécie envolvida,  mas  também  do  estado  imunológico do 

indivíduo infectado. A LT divide-se em  leishmaniose cutânena localizada (LCL) , leishmaniose 

cutânea disseminada (LCD) e mucocutânea (LMC). No meio do espectro, a LC representa a 

manifestação clínica mais frequente (BRASIL, 2017). Nos países da América Latina, em 

especial, a LT é causada pelos complexos de espécies L. amazonensis, L. braziliensis, L. 

guyanensis e L. mexicana (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021) .  

A leishmaniose tegumentar é a forma menos grave da doença e é causada por várias 

espécies, como Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania aethiopica no Velho 

Mundo,  enquanto a LC nas américas é causada por parasitas do complexo L. mexicana  

(Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania venezuelensis) ou o subgênero 

Viannia (Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e Leishmania panamensis) em várias 

regiões da Central e América do Sul. A doença cutânea simples se apresenta como lesões 

ulcerativas ou nodulares singulares no local ou próximo ao local de exposição do inseto. Eles 

geralmente são encontrados em áreas descobertas do corpo, como rosto, antebraços e pernas, e 

evoluem ao longo de semanas a meses (AKHOUNDI et al., 2016; MCGWIRE; SATOSKAR, 

2014). 

Na LCD, como a causada por L. amazonensis, caracterizada por lesões nodulares de 

tamanho variável surgem frequentemente em vários locais, distantes do local de início da 
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exposição do inseto. Lesões cutâneas simples são geralmente autocuráveis, mas em alguns 

casos, como as causadas por L. panamensis e L. braziliensis, podem progredir para envolver 

tecido mucocutâneo (LMC). A LMC pode se manifestar de meses a anos após a resolução das 

lesões primárias. Muitas vezes, é uma infecção terrivelmente desfigurante, resultante da 

destruição local crônica de tecido do nariz, boca, oro e nasofaringe e pálpebras, e pode progredir 

para afetar a função respiratória e prejudicar a nutrição. Ela é encontrada em países da América 

do Sul, sendo a maioria das doenças encontrada no Brasil, Peru e Bolívia (AKHOUNDI et al., 

2016; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). 

A forma mais grave das leishmanioses é a leishmaniose visceral, causada pelas espécies 

de L. donovani, presente na Ásia e África, e L. infantum na Bacia do Mediterrâneo, Oriente 

Médio, Ásia Central, América do Sul e América Central. Possui como principal reservatório o 

cão. A leishmaniose visceral também é conhecida como kala-azar (que significa febre negra em 

hindi) e afeta o fígado e o baço (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; BURZA; CROFT; 

BOELAERT, 2018; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019) .  

Como características clínicas dessa doença são o baço e fígado aumentados 

(hepatoesplenomegalia), perda de peso, febre irregular persistente, podendo atingir o  sistema 

reticuloendotelial, sendo inevitavelmente fatal, se não tratada. Pancitopenia, 

hipergamaglobulinemia e perda de peso são comuns, principalmente em pacientes que se 

tratados tardiamente. O início da leishmaniose visceral pode ser agudo ou insidioso, e o período 

de incubação é de 2 semanas a 8 meses. Sem tratamento, a doença costuma ser fatal em 2 anos, 

como resultado de infecção bacteriana secundária ou anemia grave, sendo ainda mais agravante 

em indivíduos imunossuprimidos. A coinfecção entre leishmaniose visceral e HIV é um dos 

maiores desafios para o controle dessa doença. HIV e Leishmania compartilham um mesmo 

mecanismo imunopatológico envolvendo macrófagos e células dendríticas, resultando na 

progressão acelerada de ambas as doenças devido ao aumento da replicação do patógeno 

(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019). 

Leishmaniose dérmica pós-calazar é uma manifestação cutânea que pode ocorrer após 

o tratamento da leishmaniose visceral por L donovani. A fisiopatologia da leishmaniose dérmica 

pós-calazar está ligada a resposta imune  contra parasitas dérmicos residuais, unidos a fatores 

de risco e tratamento ineficaz. A leishmaniose dérmica pós-calazar ocorre em 5–10% dos casos 

de leishmaniose visceral na Ásia, desenvolvendo-se 2–3 anos após o tratamento, ao passo que 

é observada em até 50% dos casos na África oriental, geralmente dentro de 1 ano de tratamento 

(ZIJLSTRA, 2016). Contudo as diferentes espécies de Leishmania sejam morfologicamente 

muito semelhantes, a leishmaniose cutânea e a leishmaniose visceral, se manifesta de formas 
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diferentes dependendo dos tipos de células fagocíticas que são invadidas. Na LC, os parasitas 

infectam macrófagos residentes na pele. Quando a célula hospedeira está cheia de parasitas, há 

a lise celular e as amastigotas liberadas infectam macrófagos vizinhos. Na LV, entretanto, as 

amastigotas liberadas são disseminadas pela circulação sanguínea e infectam células do sistema 

fagocitário mononuclear (sistema reticuloendotelial) do fígado, baço, medula óssea, linfonodos 

e intestino (STEVERDING, 2017) 

 

Figura 7. Formas clínicas da leishmaniose. 

 
Legenda: (A) LCL, Lesão cutânea localizada em estágio inicial, com característica de placa infiltrativa (observar 

a ausência de ulceração nesta fase); (B) LCL, Lesão ulcerada franca, única, arredondada, com bordas elevadas, 

infiltradas e fundo granuloso; (C) LCD, LT – Forma cutânea disseminada, com acometimento facial, apresentando 

múltiplas lesões ulceradas com envolvimento de pálpebra; (D) LCL,apresentando múltiplas lesões pequenas e 

ulceradas nas costas; (E) LMC- Forma mucosa tardia –Edema nasal com áreas de ulceração – crostas no local e 

edema no lábio superior; (F)  LCM- Forma mucosa tardia – Lesão ulcerada do palato mole, com bordas infiltradas 

recoberta por exsudato; (H) LV no período final, caracterizada pela febre contínua,desnutrição (cabelos 

quebradiços, cílios alongados e pele seca), edema dosmembros inferiores que pode evoluir para anasarca. 

Fonte:BRASIL (2017). 

 

 

2.5 Diagnóstico da leishmaniose 

Ensaios sorológicos estão disponíveis, incluindo teste de aglutinação direta, ELISA, 

imunofluorescência e western blot. Essas técnicas de detecção de anticorpos compartilham uma 

alta sensibilidade para doença visceral aguda, mas não são estritamente específicas para este 

estágio da doença. Os anticorpos diminuem lentamente após a cura e também estão presentes 

em um grande número de indivíduos infectados assintomáticos; portanto, os resultados 

sorológicos devem ser interpretados no contexto da história clínica. Os exames sorológicos, 

Imunofluorescência Indireta (IFI) e Ensaio Imunoenzimá-tico (ELISA) são invariavelmente 

reativos e a Intradermorreação de Montenegro (IDRM) negativa (BRASIL, 2014; BURZA; 



34 
 

CROFT; BOELAERT, 2018; PACE, 2014). 

Na leishmaniose tegumentar, as lesões cutâneas causadas por Leishmania podem ser 

confundidas com picadas de artrópodes infectados, impetigo, infecções dermatófitas, infecções 

micobacterianas cutâneas, esporotricose (especialmente se houver linfadenopatia local) e em 

adultos, doenças malignas da pele. O diagnóstico clínico deve ser complementado por pesquisa 

direta ou IDRM (Teste intradérmico Intradermoreação de Montenegro ou da Leishmania).  

Tendo em vista o número de  doenças  que  faz  diagnóstico  diferencial com a LT, nos casos 

em que o diagnóstico não for conclusivo pelos métodos anteriores, o paciente deverá ser 

investigado por outros métodos de diagnósticos. A leishmaniose cutânea / PKDL (post-kala-

azar dermal leishmaniasis) pode ser diagnosticada clinicamente, mas em caso de dúvida, a 

visualização de amastigotas na microscopia de esfregaços de pele em fenda ou biópsias é 

confirmatória. O ensaio de PCR pode diagnosticar em situações em que a carga parasitária pode 

ser baixa como na doença cutânea em imunossuprimidos ou em infecções mucosas. Como os 

anticorpos anti-Leishmania, que muitas vezes são positivos na doença cutânea, o teste cutâneo 

da Leishmanina, um marcador de hipersensibilidade do tipo retardado a Leishmania, não 

diferencia a exposição passada de doença ativa (BRASIL, 2014; PACE, 2014). 

Na leishmaniose visceral, a esplenomegalia febril é uma característica de várias doenças 

infecciosas, porém a suspeita clínica de leishmaniose visceral precisa ser confirmada. O 

diagnóstico clássico é através da observação microscópica do estágio do parasita amastigota em 

amostras de tecido ou culturas. O aspirado de medula óssea e do baço geralmente mostram 

presença de formas amastigotas do parasita. A visualização de amastigotas no esfregaço de 

medula óssea é diagnóstica, mas tem uma sensibilidade de apenas 60-85%. Na forma 

oligossintomática, que apresenta poucos ou leves sintomas, a punção aspirativa de medula óssea 

pode ou não mostrar a presença da Leishmania, não sendo, a princípio, indicada a sua rea-

lização; a IDRM pode estar positiva e a sorologia é, invariavelmente, reagente. A sensibilidade 

depende do tecido: acima de 90% no baço, 50-80% na medula óssea e ainda mais baixa nos 

aspirados de linfonodo. As amostras de sangue têm baixa sensibilidade, exceto em pacientes 

coinfetados com HIV, que apresentam uma parasitemia mais elevada. Os aspirados esplênicos 

são considerados o padrão ouro, mas o procedimento apresenta risco de hemorragia alto 

(BRASIL, 2014; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; PACE, 2014) . 
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2.6 Relação parasito x hospedeiro 

As diversas manifestações clínicas da Leishmania são resultado da interação entre o tipo 

de espécie infectante e a resposta sistema imune do hospedeiro. Algumas espécies como a 

Leishmania major, por exemplo, causam manifestações cutâneas, enquanto que a Leishmania 

infantum resulta na leishmaniose viceral. Essa variabilidade é provavelmente secundária a 

diferenças genômicas adquiridas durante a evolução da Leishmania, tornando algumas espécies 

mais adaptadas para atingir a pele e outras para invadir órgãos viscerais (PACE, 2014). A partir 

da picada do flebótomo infectado, ocorre a inoculação de Leishmania junto de componentes da 

saliva desse vetor que irão desencadear uma resposta do hospedeiro ao agente infectante. 

Mecanismos de resposta imune inata a princípio é o ponto de partida da relação parasito e 

hospedeiro durante  infecção. 

As manifestações clínicas da leishmaniose também são influenciadas pela capacidade 

do hospedeiro de construir uma resposta imune inata e adaptativa eficaz, uma interação 

complexa e incompletamente elucidada que é amplamente determinada tanto por fatores 

genéticos quanto adquiridos. A imunidade inata e adaptativa têm um papel crucial nesta 

infecção. Uma imunidade inata é iniciada por monócitos, macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas, células natural killer (NK), citocinas e proteínas do sistema complemento 

(SCORZA et al., 2017). 

Inicialmente durante a infecção, os parasitas são encontrados principalmente em 

neutrófilos e posteriormente em macrófagos. As promastigotas de Leishmania sobrevivem nos 

neutrófilos, mas não se diferenciam em amastigotas. Assim, a infecção de neutrófilos é 

transitória e após a apoptose dos neutrófilos, os parasitas podem infectar outras células 

fagocíticas subsequentementes, como monócito/macrófagos e células dendríticas. O macrófago 

é uma célula hospedeira importante para o estabelecimento da infecção e persistência do 

parasita (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).  

Macrófagos e células dendríticas  que fagocitam Leishmania ativam sua sinalização via 

TLR-9 e produzem interleucina IL-12, que estimula as células NK a produzir interferon-gama 

(IFN-γ). Na imunidade adaptativa, os linfóctios T CD4 + desempenham um papel crítico no 

controle da infecção por meio de uma interação com células apresentadoras de antígenos 

expostas aos protozoários de Leishmania que resultam na liberação de IFN-gama. O IFN-γ é 

uma citocina chave responsável pela resposta Th1 (linfóticos T do tipo “t helper”), perfil pró-

inflamatório, e estimular macrófagos ativados a produzir ROS, reactive oxygen spicies (espécie 

reativa de oxigênio),  e óxido nítrico sintase (iNOS), que convertem arginina em óxido nítrico 

resultando na morte intracelular de amastigotas. Condições imunossupressoras adquiridas 
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podem modular a expressão da leishmaniose (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; PACE, 

2014).  A secreção de citocinas com perfil anti-inflamatório como interleucina-10 (IL-10), 

interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13) e Fator de Crescimento Transformador (TGF-β) 

está relacionado a um mecanismo de resistência da Leishmania dentro dos macrófagos. Essas 

citocinas reduzem a iNOS e levam à sobrevivência da Leishmania e sua proliferação dentro dos 

macrófagos (HAMIDI et al., 2021; ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018). Portanto, a 

imunidade inata e adaptativa têm um papel crucial nesta infecção.  A ativação da imunidade 

celular é de suma importância na compreesão dos mecanismos celulares de defesa ao parasito. 

Compreender e identificar os fatores de risco pode ser importante para melhorar as estratégias 

terapêuticas e no desenvolvimento de vacinas.  

 

 

2.7 Tratamento da leishmaniose  

 

O tratamento medicamentoso para leishmaniose disponível no mercado é bastante 

limitado, em que os fármacos antimoniais pentavalentes (SbV), o antimoniato de meglumina 

(Glucantime®) e o estibogluconato de sódio (Pentostan®) têm sido considerados como fármacos 

de primeira escolha para o tratamento (Figura 8). Os derivados SbV só foram indroduzidos a 

partir da década de 40, contudo no Brasil a única formulação disponível é o antimoniato 

meglumina, que vem sendo distribuída pelo Ministério da Saúde em ampolas, e estas devem 

ser armazenadas em local fresco e ao abrigo da luz, para evitar problemas na estabilidade do 

medicamento   (BRASIL, 2014; DE SOUZA et al., 2020; PONTE-SUCRE et al., 2017).  

Esses compostos SbV possuem uma janela terapêutica estreita e alta toxicidade. Seu uso 

foi amplamente substituído na Índia, onde a resistência se tornou generalizada. No entanto, eles 

ainda estão em uso em outras regiões do mundo, incluindo América Latina e África Oriental 

(PONTE-SUCRE et al., 2017a). Os efeitos adversos dos antimoniais são bem conhecidos: 

toxicidade pancreática, artralgia, mialgias, dores abdominais, diarreia, e aumento da diurese por 

perda transitória da capacidade de concentração urinária, erupções na pele, hepatoxicidade 

(pode ocorrer em até 50% dos pacientes tratados), distúrbios cardiológicos, anorexia, náusea e 

vômito. Além disso, pacientes co-infectados com HIV/leishmaniose apresentam efeitos 

colaterais pronunciados, altas taxas de falha, recaída e aumento da mortalidade durante a terapia 

com Sbv  (COTA et al., 2013; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015; TASLIMI; 

ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). 

A via de administração parenteral destes medicamentos implica na necessidade de 
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profissional enfermeiro para realização de tal procedimento. Preconiza-se que todos os 

pacientes realizem o exame eletrocardiográfico (ECG) uma vez por semana (total de 3 ECGs 

por paciente) e uma cuidadosa ausculta cardíaca diária durante todo o tratamento, com o 

objetivo de detectar arritmias, o que exige a presença de um médico, trazendo um impacto 

orçamentário quando se trata do Sistema Único de Saúde no Brasil (CONITEC, 2018). 

Apesar de ser o medicamento mais utilizado contra a leishmaniose, o mecanismo de 

ação dos antimoniais ainda não está claro.Sugere-se que os Sbv se comportariam como um pró-

fármaco que sofre redução dentro da célula para a sua forma ativa de antimonial trivalente 

(SbIII), contendo um íon metálico com alta afinidade para ligantes com nitrogênio e sulfidrila. 

Os mecanismos anti-Leishmania do SbIII provavelmente estão relacionados à sua interação 

com biomoléculas contendo sulfidrilas, incluindo tióis, peptídeos, proteínas e enzimas 

(FRÉZARD et al., 2013).  

Figura 8. Estrutura do antimoniato de meglumina (A) e estibogluconato de sódio (B), 

respectivamente 

  

Fonte: FRÉZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009. 

 

A anfotericina B (AmB) tem sido utilizada para o tratamento da leishmaniose e é o 

fármaco de escolha em algumas partes do mundo. Descoberta em 1956, é um 

anfifúngicomacrolídeopoliênico que se mostrou mais promissor contra a LV. Sua formulação 

lipossomal, Ambisome, foi usada na Índia para superar o número crescente de casos de LV. A 

AmB controla as infecções por Leishmania através de dois mecanismos distintos. A primeira 

inclui a auto-oxidação, levando à produção de radicais livres. O segundo mecanismo requer 

interação com o ergosterol presente na membrana de Leishmania, modificando a 

permeabilidade da membrana celular, que consequentemente promove um influxo de íons no 

parasita, tanto promastigotas quanto amastigotas, levando a morte celular (GOTO; LINDOSO, 

2010; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). 

Em casos de pacientes com qualquer grau de insuficiência renal, o fármaco de escolha 
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é o desoxicolato de anfotericina B (Figura 9) ou sua fórmula lipossomal. Diante da ausência de 

estudos conclusivos sobre a teratogenicidade dos antimoniais no período gestacional, a 

anfotericina B também é fármaco de escolha para tratamento da leishmaniose durante a gravidez 

(WHO, 2021). Ainda assim, a Anfotericina B é altamente tóxica, exigindo administração 

intravenosa, e é contraindicada em cardiopatas, hepatopatas e, especialmente, nefropatas. Os 

efeitos adversos mais frequentes são febre, náuseas, vômitos, hipopotassemia e flebite no local 

da infusão (GOTO; LINDOSO, 2010). 

 

 

Figura 9. Estrutura da Anfotericina B (AmB). 

 

Fonte: (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).  

 

A miltefosina constitui o único tratamento oral disponível para tratamento da 

leishmaniose, o que facilitaria o acesso e a adesão ao tratamento da doença, visto que o paciente 

poderia ser tratado em sua própria residência e o medicamento poderia ser dispensado logo após 

o diagnóstico. Porém, apresenta como critério de exclusão a teratogenicidade. A miltefosina 

(Figura 10) pode provocar danos ao feto, incluindo morte fetal em animais; portanto, não deve 

ser utilizada por gestantes e na lactação. A miltefosina é um fármaco antineoplásico e sua 

atividade anti-Leishmania foi identificada pela primeira vez na década de 1980. Este fármaco 

elimina o parasita in vitro e in vivo, alterando as vias de sinalização e a síntese da membrana 

celular, levando à apoptose. Os efeitos adversos da miltefosina incluem alterações 

gastrointestinais e, menos frequentemente, hepatotoxicidade (ROATT et al., 2020; SUNDAR; 

CHAKRAVARTY, 2015). 
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Figura 10. Estrutura da Miltefosina. 

 

Fonte: NAGLE et al., 2014. 

 

Este medicamento é comercializado em duas apresentações: 10 mg e 50 mg do fármaco 

em cápsulas. Atualmente, o medicamento ainda não possui registro na Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa) , razão pela qual, o Ministério da Saúde (MS) a adquire via 

excepcionalidade de importação intermediada pela Organização Pan-Americana da Saúde - 

OPAS/OMS. A Comissão de Incorporação de Tecnologias do Ministério da Saúde deliberou a 

incorporação da miltefosina no SUS como umas das opções de primeira escolha para o 

tratamento da Leishmaniose Tegumentar  (CONITEC, 2018).  

Além disso, foi relatado a combinação  entre o AmBisome em baixa dosagem (30mg/kg) 

e a Miltefosina (100mg/dia) para o tratamento da leishmaniose visceral em pacientes 

coinfectados com HIV na Etiópia durante 28 dias. Os resultados foram promissores, a estratégia 

de tratamento com o regime de combinação mostrou a maior eficácia documentada nos 

pacientes tratados (DIRO et al., 2019). 

Já a paromomicina, é um antibiótico aminoglicosídeo que interfere na síntese de 

proteínas e modifica a fluidez da membrana mitocondrial inibindo a respiração celular. Os 

aminoglicosídeos são eficazes contra várias espécies bacterianas e também estão sendo usados 

por via oral contra parasitas entéricos, como ameba, giárdia e tênia. Esse fármaco tem sido 

utilizado no tratamento tópico e sistêmico para LC e de uso sistêmico para LV em algumas 

regiões da Índia. A paromomicina foi licenciada pelo governo indiano para tratamento da LV, 

no entanto, ela apresentou eficácia limitada como monoterapia na África Oriental. Os efeitos 

adversos da terapia sistêmica  incluem dor e queimação no local da aplicação, baixa 

hepatotoxicidade e ototoxicidade (ROATT et al., 2020; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 

2018). 
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Figura 11. Estrutura da Paromomicina. 

 

Fonte: NAGLE et al., 2014. 

 

Quanto a posologia dos tratamentos (Quadro 1), na leishmaniose tegumentar do Novo 

Mundo, a maioria dos pacientes é tratada com SbV 20 mg/kg/dia por 20 dias (SUNDAR; 

CHAKRAVARTY, 2015). Na leishmaniose visceral, durante décadas foi tratada com 

monoterapia com antimonial pentavalente, e o aumento da falta de resposta na Índia levou a 

recomendações de dosagem aumentadas, por injeção intramuscular ou infusão intravenosa ao 

longo de 28-30 dias. Os efeitos cardiotóxicos são particularmente evidentes na coinfecção HIV-

leishmaniose visceral (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021). Já a miltefosina foi registrada pela 

primeira vez para o tratamento da LV na Índia após um ensaio clínico de fase III, no qual a dose 

de 50-100 mg/dia por 28 dias resultou em uma taxa de cura de 94% (ROATT et al., 2020).. 

Outro fármaco utilizado na clínica é o Isotionato de pentamidina (Figura 12). Ele foi 

sintetizado pela primeira vez no final da década de 1930 e inicialmente utilizado para o 

tratamento da LV antes da década de 1950; e então, posteriormente no tratamento da forma 

resistente da leishmaniose tegumentar no final da década de 1970. De acordo com a maioria 

das diretrizes, ainda é a opção de primeira linha para L. guyanensis e L. panamensis. Além 

disso, é recomendado pela OMS para LC difusa causada por L. aethiopica (PICCICA et al., 

2021). O isotianato de pentamidina é administrado por via intramuscular ou, de preferência, por 

infusão intravenosa. Seu mecanismo de ação se ocorre pela inibição da síntese de DNA do 

parasita, modificando a morfologia do cinetoplasto, que promove a fragmentação do sistema 

mitocondrial, eliminando-o. Hipoglicemia e hiperglicemia são os principais efeitos adversos da 

pentamidina, no qual limitam o seu uso (GOTO; LINDOSO, 2010; NEVES et al., 2011; 

BHATTACHARYA et al, 2004; SUNDAR et al, 2006). 
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Figura 12. Estrutura molecular da Pentamidina. 

 

Fonte: CROFT et al., 2006. 

 

Quadro 1. Estratégias convencionais para o tratamento da leishmaniose recomendadas pela 

Organização Mundial da Saúde 

 

Leishmaniose viceral 

 Leishmania spp. Abordagem terapêutica 

L. donovani no subcontinente indiano Anfotericina B lipossomal: dose de 3-5 

mg/kg diariamente por infusão 

administrada durante um período de 3-5 

dias (dose total de 15 mg/kg) ou 10 mg/kg 

como dose única por infusão 

L. donovani na África Oriental Antimoniais pentavalentes (20 mg 

SbV/kg/dia por via intramuscular ou 

intravenosa) + paromomicina (15 mg (11 

mg base)/kg/dia por via intramuscular), 

ambos por 17 dias 

L. infantum: Bacia do Mediterrâneo, 

Oriente Médio, Ásia Central, América do 

Sul 

Antimoniais pentavalentes (20 mg 

SbV/kg/dia por via intramuscular ou 

intravenosa) por no máximo 30 dias, não 

ocorrendo intervalos supe- 

riores a 72 horas entre as doses. 

Leishmaniose cutânea* 

Leishmania spp. Abordagem terapêutica 

L. major, L. tropica, L. aethiopica  Terapia local: pomada de paromomicina a 

15%/cloreto de metilbenzetônio a 12% 

duas vezes ao dia por 20 dias ou 

antimoniais intralesionais (1 a 5 ml por 

sessão) a cada 3 a 7 dias (1 a 5 sessões) 

Terapia sistêmica: antimoniais 

pentavalentes (como acima) por 10 a 20 

dias 

 L. aethiopica Terapia sistêmica: antimoniais 

pentavalentes (como acima) por 10-20 

dias + paromomicina (como acima) por 60 

dias ou mais para tratar a leishmaniose 

cutânea difusa  

L. mexicana, L. guyanensis, L. Terapia local: pomada de paromomicina a 
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panamensis, L. braziliensis, L. 

amazonensis, L. peruviana, L. 

Venezuelensis 

15%/cloreto de metilbenzetônio a 12% 

duas vezes ao dia por 20 dias 

Terapia sistêmica: 

Antimoniato de meglumina: 15mg 

SbV/kg/dia por 20 dias endovenosa ou 

intramuscular 

Anfotericina B lipossonal: dose total de 

20mg a 40mg/kg (LCL) e 35-40mg/kg 

(LCD) 

Desoxicolato de anfotericina B: dose total 

de 25mg a 40mg /kg 

Fonte: (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; ROATT et al., 2020) adaptado.*A estratégia de tratamento mais utilizada 

para LC. No entanto, o tratamento da LC varia de observação, localidade, terapia local ou sistêmica, dependendo 

da gravidade das lesões, espécie etiológica e seu potencial para evoluir para leishmaniose mucosa.  

 

 

2.8  Resistência à fármacos e o incentivo a Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) e o 

desenho racional de fármacos para leishmaniose 

 

É notório que nas últimas décadas a resistência a medicamentos tem apresentado sérios 

desafios em seu uso para o tratamento da leishmaniose. Em geral, a resistência é definida como 

um declínio na eficácia de um fármaco contra uma população de microrganismos previamente 

susceptíveis a esse composto. Esta definição pressupõe que a susceptibilidade original da 

população é conhecida, o que nem sempre é o caso da Leishmania (PONTE-SUCRE; 

2003).Grande parte dos pacientes com LV no subcontinente indiano  já apresentaram resistência 

aos antimoniais, o que levou à proibição desses fármacos em Bihar, Índia . (BARRETT et al., 

2019; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). 

Além da resistência, a toxicidade hepática e renal geram consequencias na saúde desses 

pacientes ao longo da vida. Seis décadas de uso de antimoniais proporcionaram ao parasita 

tempo suficiente para desenvolver mecanismos de resistência, incluindo prevenção da ativação 

desses fármacos, diminuição da absorção no parasita, aumento do efluxo do fármaco e alta carga 

de tiois nos macrófagos, o que aumenta o estresse oxidativo na célula hospedeira. (BARRETT 

et al., 2019; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). 

As propriedades farmacocinéticas de um fármaco também podem determinar a sua 

eficácia, pois os locais de infecção na leishmaniose englobam os órgãos viscerais (medula 

óssea, fígado e baço), a pele ou a mucosa nasal. Os estudos a respeito do metabolismo desses 

fármacos são limitados. Estudos experimentais sugerem que a própria infecção na LV pode 

alterar o metabolismo do fármaco ao diminuir os níveis de citocromo P450 no tecido hepático, 
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por exemplo (COOMBS et al., 1990; SAMANTA et al., 2003).  

A falha no tratamento e a resistência à fármacos diz respeito a fatores do hospedeiro (na 

interação imune-resposta do fármaco no hospedeiro ou estado nutricional), do parasita (por 

exemplo, se o parasita reside ou não em tecidos não acessíveis aos fármacos) e ao meio 

ambiente influenciando os resultados do tratamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; 

PONTE-SUCRE et al., 2017b). Ademais, as diferenças entre indivíduos estão presentes na 

maioria dos fármacos, e respostas estratificadas são claramente observadas para as 

leishmanioses. Exemplos incluem a comparação de crianças versus adultos ou homens versus 

mulheres (DORLO et al., 2012, 2014; OSTYN et al., 2014). 

Não obstante, a resistência aos fármacos utilizados é um determinante fundamental do 

resultado do tratamento, e entender os mecanismos pelos quais os parasitas se tornam resistentes 

aos medicamentos é essencial (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; PONTE-SUCRE et al., 

2017). 

Tem sido relatado que os parasitas de Leishmania resistentes aos Antimoniais (SbIII) 

possuem algumas vias de mecanismos de resistência como: diminuição da absorção do fármaco 

por regulação negativa dos transportadores aquaporina (AQP1); no seu mecanismo de ação, o 

antimônio pentavalente (SbV) deve ser reduzido à sua forma trivalente (SbIII) para a atividade. 

Parte dessa redução ocorre dentro do macrófago hospedeiro, e o SbIII resultante entra através 

do transportador de membrana AQP1. A superexpressão de AQP1 torna os parasitas 

hipersensíveis a SbIII, enquanto a deleção do gene os torna resistentes, e níveis reduzidos de 

expressão de AQP1 também estão relacionados à resistência (MANDAL et al., 2010; 

MARQUIS et al., 2005). 

Outro mecanismo que acontece  a inibição da ação dos antimoniais através da formação 

de um complexo tiol-SbIII, sequestrando conjugados tiol-metal em vesículas intracelulares, 

inativando-o. Ademais, permitindo a ação da tripanotiona, uma importante molécula envolvida 

na resposta antioxidante; o aumento do efluxo dos SbIII pela superexpressão de transportadores 

ABC que transportam o complexo tiol-SbIII em direção às vesículas que são secretadas via 

exocitose. A superexpressão de transportadores ABC  confere resistência antimonial tanto em 

amastigotas quanto em promastigotas, sequestrando conjugados tiol-metal em vesículas 

intracelulares. Por fim, a remodelação do metabolismo lipídico, que tem sido documentado em 

parasitas resistentes a SbIII, provavelmente para otimizar o metabolismo energético e modificar 

a composição da membrana celular (BASU et al., 2008; BERG et al., 2013; GUTIERREZ 

GUARNIZO et al., 2021; JEDDI; PIARROUX; MARY, 2011; KARAMYSHEVA; 

GUARNIZO; KARAMYSHEV, 2020) 
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Ademais, Gutierrez e colaboradores (2021) relataram que parasitas resistentes e 

sensíveis a SbIII mostraram mudanças significativas na composição de metabólitos, como 

prolina e lactato, o que sugere-se que o desenvolvimento de resistência ao SbIII envolve uma 

resposta otimizada ao estresse osmótico/oxidativo induzido pelo fármaco, bem como um 

rearranjo do metabolismo celular necessária para manter a resposta antioxidante ativa. 

(GUTIERREZ GUARNIZO et al., 2021) 

Quanto a paromomicina, tem-se um alcance de ação relativamente restrito a espécies de 

Leishmania, e em relação à resistência no campo não é clara, embora isolados resistentes 

derivados de laboratório tenham sido criados (PONTE-SUCRE et al., 2017). Já é relatado os 

primeiros casos de falha no tratamento com a Anfotericina B na Índia, e em caso de coinfecções 

HIV-Leishmania (MORIZOT et al., 2016; PONTE-SUCRE et al., 2017; PURKAIT et al., 2012; 

SRIVASTAVA et al., 2011). Também em estudos de laboratório, já foi possível selecionar a 

resistência Anfotericina B em várias espécies de Leishmania, e as formas promastigota e 

amastigota do parasita resistente ao Anfotericina B foram selecionadas (PURKAIT et al., 2012). 

Os mecanismos moleculares que causam resistência aos antileishmaníacos, o uso 

adequado dos medicamentos adicionais disponíveis, bem como a necessidade urgente de 

consolidar estratégias de monitoramento da eficácia dos medicamentos, vigilância 

epidemiológica e políticas locais (PONTE-SUCRE et al., 2017). O acesso a medicamentos para 

o tratamento das leishmanioses é um desafio para os países subdesenvolvidos que têm o maior 

número de casos. Embora esforços tenham sido feitos pela OMS, organizações não-

governamentais e indústrias para melhorar o acesso a medicamentos, o problema do acesso a 

medicamentos persiste (WHO, 2021). No contexto dos sistemas de saúde enfraquecidos em 

muitos destes países, vários fatores contribuem para a falta de acesso a medicamentos, dentre 

os quais: 

● Os medicamentos são relativamente caros e, portanto, muitas vezes inacessíveis; 

● Os protocolos nacionais de tratamento geralmente não refletem nos desenvolvimentos 

mais recentes, e poucos ou nenhum destes tratamentos estão incluídos na lista de 

medicamentos essenciais nacionais; 

● Medicamentos para os quais os preços preferenciais foram negociados para países de 

baixa renda nem sempre são registrados pelas empresas desses países, pois não há 

mercado lucrativo.  

● O fornecimento de medicamentos não é contínuo. A maioria dos medicamentos para a 

leishmaniose é produzida por apenas um único fabricante. Além de problemas com a 

qualidade, baixa capacidade de produção e falta de uma previsão adequada de 
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necessidades (resultando em longos prazos de entrega de encomendas) causam 

regularmente rupturas de estoque em países endêmicos. Não há estoques centrais que 

possam ser acessados nesses casos, e não há plataforma para indicar as necessidades de 

drogas. Sendo assim um grande desafio na estimativa da quantidade necessária 

globalmente e no planejamento adequado da produção de drogas. 

A iniciativa Medicamentos para Doenças Negligenciadas, (DNDi sigla em inglês de Drugs 

for Neglected Diseases initiative) é uma organização sem fins lucrativos de Pesquisa e 

desenvolvimento (P&D) orientada pelas necessidades dos pacientes, que desenvolve 

tratamentos seguros, eficazes e acessíveis para milhões de pessoas em situação vulnerável que 

são afetados por doenças negligenciadas.  

No Brasil, a Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), por exemplo, integra no grupo DNDi e 

atua como observador permanente da iniciativa com uma equipe local permanente e diversos 

consultores (iDND, 2021). O principal objetivo é investigar sobre as condições e necessidades 

dos pacientes, estabelecer parcerias, implementar projetos e promover treinamento e 

capacitação de recursos humanos, para conduzir atividades pré-clínicas e clínicas de Pesquisa 

e Desenvolvimento na região visando melhores e novos tratamentos para os pacientes de 

doenças negligenciadas nos países da América Latina que concentram os esforços até o 

momento. Além disso, as Parcerias para o Desenvolvimento Produtivo (PDP) estratégico do 

país busca estimular o desenvolvimento da rede de produção pública no País e do seu papel 

estratégico para o SUS, e reduz a dependência frente a produtos importados. 

A descoberta e o desenvolvimento de medicamentos evoluíram para um campo científico 

interdisciplinar, que funciona para integrar diversas disciplinas, como biologia, química, 

modelagem matemática, farmacocinética e ciências da computação, em uma tentativa de 

fornecer medicamentos novos e mais eficazes (ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017). 

Retoma-se então a importância no desenvolvimento e na descoberta de novos candidatos a 

fármacos para o tratamento da leishmaniose, eles devem ser eficazes, baratos, não teratogênicos 

e não apresentar efeitos colaterais adversos (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021), que 

proporcionem ao Ministério da Saúde a redução de gastos, e o acesso a população de forma 

mais efetiva. 

 

2.9 Guanidina e seus derivados 

 

As guanidinas são frequentemente usadas como base para a síntese de compostos 
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orgânicos. Compostos orgânicos que contêm o grupo guanidina em sua estrutura podem ser 

encontrados na natureza, como por exemplo no aminoácido arginina, bem como em muitos 

alcalóides naturais. Nas últimas décadas, o interesse em moléculas sintéticas e fármacos com 

grupamentos de guanidina aumentou exponencialmente (KIM; SEMENYA; CASTAGNOLO, 

2021b).  

Do mesmo modo, as guanidinas têm sido exploradas no desenvolvimento de novos 

fármacos para o tratamento de várias doenças infecciosas e não infecciosas devido as suas 

características estruturais e moleculares. Características essas como a capacidade de realizar 

ligações de hidrogênio e de protonar em pH fisiológico no contexto de interação com alvos 

biológicos. Portanto, não é surpreendente que o grupo funcional guanidina encontre ampla 

aplicação na química medicinal e que as moléculas contendo guanidina sejam amplamente 

utilizadas. Agentes antimicrobianos, como os antibióticos estreptomicina, trimetoprima e 

clorexidina ou o antimalárico proguanil, contêm um grupo guanidina, e mirtapazina, fármaco 

antidepressimo derivado de guanidina (KIM; SEMENYA; CASTAGNOLO, 2021b; 

MUGURUZA et al., 2013; MUTTATHUKATTIL et al., 2019).  

A presença de uma carga positiva, por exemplo, pode favorecer a ligação desses 

derivados de guanidina a alvos específicos ou levar à ruptura das membranas celulares em geral 

e da parede celular, em bactéricas, por meio forte interação eletrostática entre suas cargas 

positivas e o envelope eletronegativo das bactérias. Essa ligação imediata aos componentes da 

membrana citoplasmática ou da parede celular leva à perda das biofunções dos fosfolipídios ou 

à ruptura da membrana e, eventualmente, à morte celular (PASERO et al., 2018). 

Os derivados de guanidina tem mostrado potencial atividade para patógenos como 

bactérias, atuando como potenciais moduladores da resistência a antibióticos no tratamento de 

infecções resistentes por Staphylococus aureus (DANTAS et al., 2018), atividade antifúngica 

(BAUGH et al., 2021; MANETTI et al., 2009), atividade antimalárica (LIU et al., 2011) e 

atividade antiparasitária in vitro contra Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi 

(MARTINS et al., 2016). 

Os compostos de guanidina  investigados no presente estudo são compostos promissores 

para o tratamento da leishmaniose, pois já demonstraram potencial atividade in vitro e in vivo 

em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis (DO ESPÍRITO SANTO et al., 

2019). Quanto a síntese das guanidinas tri-substituidas, elas são produto da junção entre 

tioureias  com benzilaminas, formando os compostos da série LQOFG estudados.  

 

2.10 Selenoglicolicamidas e seus derivados 
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O elemento selênio (Se), foi  descoberto em 1818 e é um oligoelemento essencial para 

o corpo realizar funções como crescimento, metabolismo e equilíbrio hormonal. No final da 

década de 1970 devido às descobertas de diversas enzimas que continham esse elemento em 

suas estruturas, suas atividades foram sendo relatadas, principalmente em enzimas 

antioxidantes. O selênio é conhecido principalmente por seu efeito antioxidante; pode servir 

como antioxidante para remediar doenças relevantes ao estresse oxidativo. A partir daí, cresceu 

o interesse pela pesquisa de compostos contendo selênio, com potencial atividade biológica 

(BAQUEDANO, et al., 2016; DE SOUSA LUIS et al., 2019). 

O selênio existe no corpo humano na forma de selenoproteínas, que podem ser derivadas 

do selênio orgânico ou inorgânico ingerido. O selênio orgânico (principalmente 

selenometionina) e o selênio iônico (por exemplo, selenito e selenato) são altamente 

biodisponíveis, mas o selênio elementar é difícil de absorver pelo trato gastrointestinal, a menos 

que seja nanodimensionado. Atualmente, esse composto não é apenas utilizado como 

suplemento nutricional para prevenção e tratamento de doenças, mas também aplicado para 

liberação de drogas na forma de nanopartículas para potencializar os agentes terapêuticos 

veiculados (GUAN et al., 2018). 

Esse elemento está presente em enzimas, em especial na Glutationa peroxidase (GPx) 

que está envolvida na degradação de hidroperóxidos de fosfolipídios nas biomembranas de 

células de mamíferos e, consequentemente, protegendo as membranas celulares da peroxidação 

lipídica (NOGUEIRA; BARBOSA; ROCHA, 2021). Os compostos organosselênio estão 

emergindo como uma nova classe de antioxidantes, atuando como imitadores da glutationa 

peroxidase (SINGH; KUNWAR, 2021). Estudos mostraram que o selênio, sozinho ou em 

combinação com outros antioxidantes, pode ter efeitos antitumorais, prevenindo a angiogênese 

e metástase em câncer de mama, próstata, colorretal, melanoma, fígado e pulmão, por exemplo 

(DE QUEIROZ et al., 2020). 

A evidência de que compostos com comprovada atividade antiproliferativa contra o 

câncer foram escolhidas para testes como agentes leishmanicidas e demonstraram exibir efeitos 

potentes e seletivos contra algumas espécies de Leishmania (MARTÍN-MONTES et al., 2017). 

A atividade anti- Leishmania de compostos de selênio já foi relatada na literadura 

(BAQUEDANO et al., 2016; MARTÍN-MONTES et al., 2017; MORENO et al., 2011) 

Uma série do grupo de compostos deste estudo em questão, duas séries de selenetos 

derivados de cloretos de N-fenilacetamidas e 7-cloro-quinolina, já apresentou atividade anti-

Leishmania em questão para as espécies Leishmania amazonensis e Leishmania donovani. 
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(HUANG et al., 2021). 

 

2.11 Acridina e seus derivados 

 

A acridina é um tipo de composto aromático policíclico com estrutura π-conjugada. 

Possui um único anel planar, heterocíclico contendo nitrogênio, sendo três anéis aromáticos 

com um deles heteroaromático (figura 13), e também podem ser chamados de 

dibenzo[b,e]piridina, benzo[b] quinolina, 2,3,5,6-dibenzo-piridina ou 10-azaantraceno (GAO 

et al., 2015; SÁNCHEZ, 2006; SCHMIDT; LIU, 2015; ZHANG et al., 2014). 

A acridina e seus derivados foram utilizados primeiramente como corante até o final do 

século XIX, porém foi a partir da Primeira Guerra Mundial, que suas propriedades 

farmacológicas foram avaliadas. Devido a essas propriedades moleculares, esses compostos 

atraíram o interesse de químicos medicinais em todo o mundo. Derivados de acridina e acridona 

também foram relatados para atuar em diferentes tipos de alvos moleculares terapeuticamente 

comprovados em células tumorais. Atualmente, mais e mais derivados de acridina vem sendo 

desenvolvidos como fármacos quimioterápicos (CHARMANTRAY et al., 2001; GAO et al., 

2015;YADAV et al., 2022).  

Figura 13. Estrutura química da acridina e suas atividades biológicas. 

 

. 
Fonte: SCHMIDT; LIU, 2015. 

 

Os compostos acridínicos compartilham a propriedade comum da intercalação de DNA. 

Isto ocorre devido à presença do grupo cromóforo que dá a estas moléculas uma estrutura planar 

que lhes permite ligarem-se ao DNA por empilhamento entre pares de bases. Esta capacidade 

de intercalação confere às moléculas uma alta afinidade ao DNA, que geralmente é considerado 

como o alvo biológico para agentes anticâncer. A capacidade de causar um grande número de 

rupturas no DNA estimula processos metabólicos como recombinação e mutação, que 

desencadeia a morte celular (Apoptose) (CHARMANTRAY et al., 2001; LANG et al.,2013; 
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OLSZEWSKA et al., 2014; ZHAO et al, 2013). Ademais tem sido relatado a capacidade de 

induzir à inibição de enzimas nucleares como as topoisomerases I e II (RAZA et al., 2012; 

YADAV et al., 2022) 

A modificação química das acridinas, tais como a introdução de substituintes ou anéis 

heterocíclicos confere aos derivados acridinicos sintetizados a capacidade de intercalar o DNA, 

e além de interferir em vários processos metabólicos em procariotas e eucariotas, podendo 

exercer uma poderosa toxicidade a parasitas como Plasmodium, Trypanosoma e Leishmania, 

também proporcionando uma melhor relação estrutura-atividade com o receptor molecular 

desejado (ALMEIDA et al, 2015; BARROS et al., 2012; CHAUHAN et al., 2013; GAO et al, 

2015; PATEL et al., 2010).  

Devido ao exposto,  a busca por novos fármacos, sua avaliação biológica contra as 

formas promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum; citotoxicidade sobre células de 

mamíferos e possíveis mecanismos de ação, se tornam importantes para a pesquisa de novas 

biomoléculas, que possibiltem o avanço na busca de atividade anti-Leishmania e menores 

efeitos colaterais.. Assim, os resultados deste trabalho poderão nortear a ampliação de 

conhecimentos e  potencial para o desenvolvimento de novos bioprodutos que possam 

beneficiar diretamente a área das doenças causadas por  Leishmania.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral: 

 

Investigar a atividade biológica dos compostos sintéticos derivados de acridina, 

guanidina e selenoglicolicamidas sobre as formas de Leishmania (L). infantum. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

• Avaliar a atividade anti-Leishmania dos compostos sintéticos derivados de guanidina e 

selenoglicolicamidas sobre as formas promastigotas de L. infantum; 

 

• Avaliar a atividade anti-Leishmania dos compostos sintéticos derivados de guanidina e 

selenoglicolicamidas sobre as formas amastigotas axênicas de L. infantum; 

 

• Analisar se compostos sintéticos derivados de guanidina e selenoglicolicamidas 

induzem morte por apoptose/necrose em formas promastigotas de L. infantum;  

 

• Analisar se compostos sintéticos derivados de guanidina e selenoglicolicamidas 

induzem morte por apoptose/necrose em formas amastigotas de L. infantum;  

 

• Investigar o efeito citotóxico dos compostos sintéticos derivados de acridina, guanidina 

e selenoglicolicamidas sobre as células mononucleares de sangue periférico de 

indivíduos saudáveis e sobre os eritrócitos humanos; 

 

• Determinar o índice de seletividade dos compostos sintéticos derivados de acridina, 

guanidina e selenoglicolicamidas; 

 

• Avaliar a indução da síntese de óxido nítrico pelo compostos mais promissor sob 

monócitos infectados por Leishmania infantum.  
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4 MÉTODOS 

 

4.1 Local de pesquisa 

 As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratório de Imunologia de 

Doenças Infecciosas (LABIDIC), do Departamento de Biologia Celular e Molecular do Centro 

de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 

4.2 Parasitos e manutenção das culturas in vitro  

  

 A cepa de referência Leishmania (Leishmania) infantum [IOC/L0579( 

MHOM/BR/1974/PP75)], foi obtida da Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz 

(CLIOC), localizada no Rio de Janeiro – RJ. A espécie de Leishmania foi enviada com o 

certificado de autenticação (ANEXO A) para o Laboratório de Imunologia de Doenças 

Infecciosas da Universidade Federal da Paraíba.  

As formas promastigotas da Leishmania infantum foram mantidas in vitro em meio 

NNN (cultivo de Trypanosomatídeos), preparado a partir do ágar base para ágar sangue (Blood 

agar base- Acumedia- cat. 7266a) (ZELEDÓN, 1996), água destilada e sangue humano 

heparinizado; juntamente ao meio Schneider com pH 7 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 

suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB – Cultilab, São Paulo, BRA), 1% de 

antibiótico (penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL - Gibco, BR) e 1-2% de urina 

masculina humana, denominado neste trabalho de meio Schneider suplementado. As culturas 

foram mantidas a uma temperatura de 26 ± 1 ºC em estufa de demanda biológica de oxigênio 

(DBO) e repicadas semanalmente, em meio Schneider suplementado, não ultrapassando vinte 

repiques, para manutenção das culturas. Todos os meios preparados foram realizados teste de 

esterelidade por no mínimo 24 horas antes do uso. 

As culturas de formas promastigotas em início de fase estacionária, de 4 a 6 dias, foram 

criopreservadas em 12% de glicerol estéril (Amresco, Ohio, EUA) sob agitação constante por 

15 minutos e então armazenadas em freezer a -80 ºC para futuras utilizações. Com a mesma 

finalidade, as formas promastigotas também foram criopreservadas em 7,5% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, EUA), suplementado com 20% 

de soro fetal bovino (SFB – Cultilab, São Paulo, BRA) e 70% do meio de cultura Roswell Park 

Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) (Cultilab, São Paulo, Brazil), sendo armazenadas em 

freezer a -80 ºC. De acordo com a necessidade, as culturas foram descongeladas à temperatura 
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ambiente e alíquotas de 500 µL foram colocadas em 5 mL de meio Schneider suplementado e 

mantidas em estufa de DBO à 26 ± 1ºC. 

 

4.3 Obtenção das formas amastigotas axênicas 

 

As formas promatigotas de L. infantum foram diferenciadas em formas amastigotas 

axênicas conforme o protocolo de (DEBRABANT et al., 2004). As formas promastigotas de L. 

infantum foram cultivadas até atingirem a fase estacionária em meio Schneider suplementado 

durante 5 dias, à 26 ± 1 ºC. Após esse período, as culturas foram centrifugadas durante 10 

minutos a 112 x g, 25 ºC, lavadas em PBS 1X (PBS – NaCl 145 mM, Na2HPO4 9 mM, Na2HPO4 

1 mM, pH 7,4), desprezado o sobrenadante, e ressuspendidas em meio Schneider suplementado, 

pH 5.5, suplementado com 20% de SFB e 1% de antibiótico (penicilina 200 U/mL e 

estreptomicina 0.1 mg/mL). Com o objetivo de otimizar os ensaios in vitro, a forma amastigota 

axênica ou amastigota-like representa a forma intracelular desse parasito sendo obtido por 

transformação em laboratório, por diferenças de temperatura e/ou pH do meio de cultura, sem 

a necessidade de infecção em animal para a extração dessas formas amastigota. Partindo desse 

ponto, as células foram então incubadas a 37 ºC  em estufa DBO por 24 horas para diferenciação 

em formas amastigotas. A morfologia característica de amastigota foi analisada sob 

microscopia óptica antes de cada experimento.  

 

4.4 Fármaco de referência 

 

A anfotericina B (Anforicin B® – Cristália, São Paulo, Brazil), que é um medicamento 

prescrito para o tratamento da leishmaniose, foi utilizada no presente estudo como medicamento 

anti-Leishmania de referência. Uma solução estoque de Anfotericina B, apresentada da forma 

de pó liofilizado, foi preparada na concentração de 10 mg/mL solubilizada em DMSO como 

solução-estoque. A seguir, esta solução foi diluída com o meio de cultura apropriado até a 

concentração necessária para os testes, não ultrapassando a concentração final máxima de 0,5% 

de DMSO nas soluções teste. 

 

4.5 Derivados de guanidina estudados 

 

Quatorze compostos de guanidina foram sintetizados no LABORATÓRIO DE 

QUÍMICA ORGÂNICA FINA (LQOF), sob responsabilidade do Prof. Dr. Eduardo Rene Pérez 

Gonzalez no Departamento de Química e Biologia, Faculdade de Ciências e Tecnologia, 
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Universidade Estadual Paulista – UNESP. Sendo destes 14 compostos sintéticos (tabela 1), 

dentre estes, 3 já publicados a sua síntese de acordo com o protocolo descrito por Espírito Santo 

e colaboradores (2019) (LQOFG-G2, LGOFG-6 e LGOFG-7) descritos na figura 14, onde os 

demais compostos estudados estão sob sigilo de pesquisa. 

Todos os compostos foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) para obter soluções 

estoque (20 mg/mL). Para obter as concentrações finais dos fármacos nos ensaios, as soluções-

estoque foram diluídas a partir da solução-estoque apropriada e diluída nos meios de cultura 

apropriados até atingir as concentrações finais desejadas, não ultrapassando a concentração de 

0,5% de DMSO.  

 

Figura 14. Estrutura molecular dos derivados de guanidina. 

 
Legenda: (Z) N-((benzilamino) ((4 bromofenil)amino)metileno)benzamida (LQOFG-2). (Z) N-((benzilamino) 

((4-(terc-butil)fenil)amino)metileno)benzamida (LQOFG-6). (Z) N-((benzilamino) ((4-

iodofenil)amino)metileno)benzamida (LQOFG-7). Fonte: (DO ESPÍRITO SANTO et al., 2019) 

 

Tabela 1. Série de compostos derivados de guanidina estudados 

 

Compostos (código) Massa molecular (g/mol) 

LQOFT-1 335.98 g/mol 

LQOFT-2 411.89 g/mol 

LQOFT-3 257.06 g/mol 

LQOFG-29 465.14 g/mol 

LQOFG-30 484.97 g/mol 

LQOFG-31 457.11 g/mol  

LQOFG-32 474.99 g/mol 

LQOF-G33 394.04 g/mol 

LQOFS-7 447.16 g/mol 

LQOFS-8 482.19 g/mol 

LQOFS-9 329.14 g/mol 
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LQOFG-2 408.07 g/mol 

LQOFG-6 386.22 g/mol 

LQOFG-7 456.05 g/mol 

 

 

 

4.6 Derivados de selenoglicolicamidas estudados 

 

As amostras dos compostos sintéticos foram sintetizadas e cedidas pelo Laboratório de 

Pesquisa em Bioenergia e Síntese Orgânica, coordenado pelo professor Prof. Dr. Petrônio 

Filgueiras Athayde Filho, da Universidade Federal da Paraíba. 

Foram utilizados inicialmente 9 compostos, os quais apresentam solubilidade em 

DMSO, à 25 ºC e 1 atm. Para os testes in vitro as substâncias foram solubilizadas em DMSO a 

fim de se obter soluções-estoque de 20 mg/mL. Em cada protocolo, as soluções-estoque foram 

diluídas nos meios de cultura apropriados até atingirem as concentrações desejadas, não 

ultrapassando a concentração de 0,5% de DMSO. A Tabela 2 demonstra a massa molecular e 

a estrutura química dos compostos testados. 

 

Figura 15. Estrutura molecular base das selenoglicolicamidas 

 

Fonte: (DE SOUSA LUIS et al., 2019). 

 

Tabela 2. Série de compostos selenoglicolicamidas estudados 

Compostos (código) Massa molecular (g/mol) 

MSe 10 332,26 g/mol 

MSe 11 374,24 g/mol 

MSe 13 394,75 g/mol 

MSe 16 362,28 g/mol 

MSe 17 376,27 g/mol 

MSe 18 410,71 g/mol 

MSe 19 410,75 g/mol 
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MSe 20 376,31 g/mol 

C4CB 324,37 gmol 

 

 

4.7 Derivados espiro-acridínicos estudados 

 

Foram utilizados uma série de derivados espiro-acridínicos previamente sintetizados, 

fazendo parte do acervo de pesquisa do Laboratório de Síntese e Vetorização de Moléculas, 

no Campus V, de João Pessoa, sob coordenação do prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura, 

investigado a atividade anti-Leishmania infantum nas formas promastigotas e amatigotas 

axênicas anteriormente por Almeida (2018). Suas características físico-químicas e a estrutura 

molecular se encontram dispostas na Tabela 3 e Figura 16.  

Foram utilizados inicialmente 10 compostos, os quais apresentam solubilidade em 

DMSO, à 25 ºC e 1 atm. Para os testes in vitro as substâncias foram solubilizadas em DMSO a 

fim de se obter soluções-estoque de 20 mg/mL. Em cada protocolo, as soluções-estoque foram 

diluídas nos meios de cultura apropriados até atingirem as concentrações desejadas, não 

ultrapassando a concentração de 0,5% de DMSO. A Tabela 3 demonstra a massa molecular e 

a figura 16 a estrutura química dos compostos testados. 

 

Tabela 3. Compostos da série AMTAC sintetizados e suas respectivas especificações 

 

Composto PM FM 

*AMTAC 01 376,3950 C24H16N4O 

AMTAC 06 410,8551 C24H15ClN4O 

AMTAC 07 394,4005 C24H15FN4O 

AMTAC 08 445,3002 C24H14Cl2N4O 

AMTAC 09 485,3321 C25H17BrN4O2 

AMTAC 10 445,3002 C24H14Cl2N4O 

AMTAC 11 419,4778 C26H21N5O 

AMTAC 13 421,4076 C24H15N5O3 

AMTAC 14 421,4076 C24H15N5O3 

AMTAC 16 436,4620 C26H20N4O3 

Fonte:(ALMEIDA, 2016)* 

Legenda: , PM – Peso molar, FM – Fórmula molecular 
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Figura 16. Estrutura química dos derivados espiro-acridínicos e as respectivas substituições no 

anel aromático. 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 2. Substituições no anel aromático das espiro-acridinas. 

Nome R1 R2 R3 R4 R5 

AMTAC 01 -H -H -H -H -H 

AMTAC 06 -H -H -Cl -H -H 

AMTAC 07 -H -H -F -H -H 

AMTAC 08 -Cl -H -Cl -H -H 

AMTAC 09 -OCH3 -H -H -Br -H 

AMTAC 10 -Cl -H -H -H -Cl 

AMTAC 11 -H -H -N(CH3)2 -H -H 

AMTAC 13 -NO2 -H -H -H -H 

AMTAC 14 -H -H - NO2 -H -H 

AMTAC 16 -H -OCH2CH3 -OH -H -H 

 Fonte:(ALMEIDA, 2016) 

 

 

4.8 Atividade anti-Leishmania infantum dos compostos avaliados sobre formas 

promastigotas de L. infantum 

 

A atividade anti-Leishmania dos compostos testados foi avaliada utilizando o teste 

colorimétrico do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT - Amresco, 

Ohio, EUA) sobre as formas promastigotas da espécie L. infantum. Em placas de cultivo de 96 

poços, foram adicionados 1 x 106 promastigotas/poço contendo 100 µL de meio Schneider 

suplementado, e em seguida as soluções estoques dos compostos avaliados foram adicionadas 

às placas, em triplicata, atingindo concentrações seriadas de 400 a 0,78 µg/mL; e a anforericina  

B como controle positivo, de 10 a 0,039 µg/mL. As placas foram incubadas por 72 horas em 

estufa de DBO à 26 ºC. Ao final da incubação, foi adicionado 10 μL de MTT diluído em PBS 
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(salina fosfatada tamponada) a uma concentração final de 5 mg/mL e incubadas por mais 4 

horas em estufa DBO à 26 ºC. Em seguida foram adicionados 50 μL de dodecil sulfato de sódio 

(DSS) a 10%. A placa foi incubada até dissolução completa do formazan e por último, foi 

realizado a leitura em espectrofotômetro 540 nm em leitora de placa (Biotek modelo ELx800) 

(RODRIGUES et al., 2015). Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade 

celular e em valores de concentração inibitória média, onde foi inibido 50% do crescimento de 

formas promastigotas (CI50), sendo o controle negativo realizado em meio Schneider 

suplementado a 0,5% de DMSO e considerado como 100% de viabilidade celular dos parasitos. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em 3 experimentos independentes. 

 

4.9 Atividade anti-Leishmania dos compostos avaliados sobre formas amastigotas 

axênicas de L. infantum 

 

A atividade anti-Leishmania sob formas amastigotas axênicas dos compostos avaliados 

segue o protocolo conforme o item 4.8, ajustadas na quantidade de 1 x 106 Leishmanias/poço, 

contendo 100 µL de meio Schneider suplementado e diferentes concentrações seriadas de 400 

a 0,78 µg/mL  para e a Anforericina B como controle positivo, de 10 a 0,039 µg/mL. As placas 

foram incubadas em estufa DBO à 37 ºC por 24 h. Após a incubação foram adicionados 10 μL 

de MTT diluído em PBS, atingindo uma concentração final de 5 mg/mL. As placas foram 

incubadas por mais 4 h e em seguida, foram adicionados 50 µL de uma solução de PBS a 10% 

de DSS. A placa permaneceu por um período de horas, overnight, até dissolução completa do 

formazan e então foi realizada a leitura em espectrofotômetro a 550 nm em leitora de placa 

(Biotek modelo ELx800). O controle negativo foi realizado com meio Schneider a 0,5% de 

DMSO, considerado como 100% de viabilidade dos parasitos. Os resultados foram expressos 

em porcentagem de viabilidade celular e em valores de concentração efetiva sobre 50% de 

amastigotas (CE50). 

 

4.10 Material biológico para avaliação da citotoxicidade dos compostos 

estudados. 

 

Amostras de sangue foram coletadas de voluntários saudáveis (n = 9), em tubos com 

anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) para ensaios com eritrócitos ou 

heparina para os ensaios em células mononucleares do sangue periférico ou human peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC). O sangue de indivíduos saudáveis voluntários foram 
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processados para os testes de citotoxicidade frente PBMC humano e frente a eritrócitos 

humanos, como também para a avaliação da taxa de infecção em monócitos humanos. Todos 

os indivíduos que contribuíram para a realização deste trabalho participaram voluntariamente 

da pesquisa. Essa tese de doutorado faz parte de um projeto maior na área de pesquisa em 

leishmanioses, intitulado como “Leishmaniose Visceral Humana: Estudo de marcadores 

imunológicos e sua importância no prognóstico de doença sintomática e assintomática”, o qual 

foi aprovado, pelo Comitê de Ética em Pesquisas em Seres Humanos do Hospital Universitário 

Lauro Wanderley (HULW) – CEP/HULW (Número do Parecer 404.854 / 2013 e CAAE: 

17813013.8.0000.5183 (ANEXO B).  

Para avaliação da citotoxicidade em células de mamíferos, utilizou-se o ensaio 

colorimétrico do MTT para as células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) 

(MACIEL et al., 2014) e o modelo de citotoxicidade empregando eritrócitos humanos do tipo 

sanguíneo O+ (LÖFGREN et al., 2008). 

 

4.11 Citotoxicidade frente a eritrócitos humanos 

 

Na avaliação da atividade hemolítica foram utilizados eritrócitos humanos com tipo 

sanguíneo O+, coletado com anticoagulante EDTA de voluntários saudáveis (n = 3). Após a 

coleta, os eritrócitos foram diluídos em 80 µL de PBS, ajustando a concentração do sangue para 

5% de hemácias. Em seguida, foram adicionados os compostos a serem analisados em 

concentrações seriadas de 400 a 3,12 µg/mL para os derivados de guanidina, espiro-acridinas e 

selenoglicolocamidas, e de 50 a 3,12 µg/mL para a Anfotericina B, diluídos num volume de 20 

µL de PBS. Logo após, foram incubados durante 1 hora a 37 ºC e a reação foi interrompida pela 

adição de 200 µL de PBS. Em seguida, as suspensões foram centrifugadas a 112 x g por 10 

minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e transferido para placas de 96 

poços, sendo submetido à espectrofotometria com comprimento de onda de 550 nm para 

quantificar a atividade hemolítica. A ausência (controle negativo) e 100% de hemólise (controle 

positivo) foram determinadas, substituindo a solução de amostra testada com igual volume de 

PBS e água Milli-Q estéril, respectivamente. O ensaio foi feito em três experimentos 

independentes e os resultados foram expressos em concentração hemolítica média (CH50), 

considerando o controle positivo como 100% de hemólise (JAIN et al., 2015).  

 

4.12 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico humano  
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Para a obtenção das células mononucleares do sangue periférico foram coletados 20mL 

de sangue humano de voluntários saudáveis (n = 3) em tubos anticoagulante contendo heparina, 

o qual foi diluído no mesmo volume em PBS. Montou-se o gradiente para a centrifugação 

utilizando o Ficoll, vertendo o sangue gentilmente, em tubos cônicos de 50 mL contendo o 

Ficoll Paque Plus®(GE Healthcare, Chicago, E.U.A). Centrifugou-se a 2000 rpm (ou 400g), por 

40 minutos à temperatura 20ºC. Nesse método de separação, as hemácias e granulócitos 

possuem uma densidade maior que o Ficoll®, e posicionam-se abaixo da camada desse 

reagente, enquanto que as células mononucleares e as plaquetas foram coletadas no topo da 

camada de Ficoll por apresentarem uma baixa densidade. Assim, os aneis de PBMC’s foram 

coletados e transferidos para um tubo cônico de 15 mL estéril, completando o volume com PBS 

1x estéril para lavagem das células, seguido de centrifugações a 1300 RPM por 10 minutos a 4 

ºC, completando um ciclo de 3 lavagens para retirada de plaquetas residentes. Após o dercarte 

do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI 1640, e a viabilidade 

destas foi observada a partir da contagem das células em corante Azul de Trypan 0,4% (diluição 

1:20) na câmera de Neubauer e determinação do número de células viáveis na suspensão celular 

(MACIEL et al., 2014). 

 

4.12.1 Ensaio de citotoxicidade em PBMC pelo método colorimétrico com MTT 

 

Em placa de 96 poços foram ajustadas as PBMC em uma quantidade de 1 x 106 

célula/mL, sendo incubadas com os compostos sintéticos de guanidina e acridínicos que 

possuiram melhor atividade anti-Leishmania das séries estudadas, atingindo concentrações 

seriadas de 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 1,56 e 0,78 µg/mL ; e Anforericina B de 50 

a 0,039 µg/mL, completando o volume de 200 µL com meio RPMI 1640 suplementado [5% 

SFB, 1% L-glutamina e 1% de antibiótico (penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL - 

Gibco, BR)]. A placa ficou incubada durante 24 horas em uma estufa a temperatura de 37 ºC 

com 5% de CO2.  

Ao final da incubação, as placas foram centrifugadas a 1500 RPM a 25°C por 5 min 

para centriguação de 100 μL sobrenadante e foi adicionado 10 μL de MTT diluído em PBS 1x 

a uma concentração final de 5 mg/mL. As placas foram incubadas por mais 4 horas em estufa 

a 37 ºC, CO2 5%, e em seguida as placas foram centrifugadas novamente para retirada de todo 

o sobrenadante e adicionado 200 μL DMSO em cada poço para solubilização do formazan em 

agitador de placa por 15 minutos. Por último, foi realizado a leitura a 550 nm em leitora de 

placa (Biotek modelo ELx800). O controle negativo foi realizado com meio RPMI 1640 
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suplementado a 0,5% de DMSO, considerado como 100% de viabilidade dos parasitos e os 

resultados foram expressos em valores de concentração citotóxica para 50% das PBMC (CC50). 

 

4.12.2 Avaliação de morte celular em células mononucleares do sistema periférico 

humano por citometria de fluxo. 

 

As células mononucleares do sistema periférico foram obtidas seguindo o protocolo 

4.12. Este ensaio foi realizado para avaliação da toxicidade do composto mais promissor do 

grupo das selenoglicolicamidas.  2,5 x10 5 celulas/poço foram tratadas com a MSe 13 e 

Anfotericina B nas concentrações de 100, 50, 20, 10 e 1 µg/mL., além do controle de veículo 

(DMSO a 0.5%), diluído em meio RPMI-1640 e o controle sem tratamento (apenas células e 

meio de cultura) (ANDRÉ et al., 2020). Utilizando a citometria de fluxo avaliou-se a dupla 

marcação por Anexina V-FITC (Isotiocianato de fluoresceína) /Iodeto de Propídio, ou 

Propridium Iodide (PI) (FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit - BD Biosciences, San Jose, 

CA, EUA), para a avaliação do perfil de morte celular das PBMC’s (MARINHO et al., 2014), 

seguindo as instruções do fabricante. As células foram incubadas com os compostos por 24 h a 

37ºC, 5% CO2. Após o período de tratamento, as placas foram centrifugadas a 1300rpm 4°C 

durante 8 minutos, desprezando o sobrenadante e ressuspendidas para um volume de 100 µl de 

binding buffer 1x (10µM HEPES, 140mM NaCl, e 2.5mM CaCl2), ph 7.4 contendo o mix de 

anexina V-FITC e  IP (5 µg/mL) em todos os poços da placa.  

As células foram então incubadas por 15 min no escuro à temperatura ambiente, 

transferidos para os tubos de leitura e adicionados 300µl de binding buffer 1x. A leitura foi feita 

em citômetro de fluxo (BD FACSCanto® II - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Para 

análise dos dados foram mensurados 30.000 eventos, utilizado o software FlowJo 10.0.7 

(TreeStar Inc., Ashland, OR, EUA). 

O ensaio de morte celular por citometria de fluxo com os marcadores anexina V-FITC 

e iodedo de propídio (PI- PerCP-Cy5) caracterizam células apoptóticas em estado inicial  

[anexina V (+)/PI (-)], células apoptóticas em estado tardio [anexina V (+)/PI (+)], bem como 

células em necrose [anexina V (-)/PI (+)] e células viáveis [(anexina V (-)/PI (-)]. A Figura a 

seguir representa a estratégia de análise utilizada (figura 17). 
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Figura 17. Dot plots representativos da avaliação de morte celular por apoptose/necrose de células mononucleares do sistema periférico tratadas 

com selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B 

 

 

Legenda: Estratégia de análise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo em PBMC’s de doadores saudáveis (n=3). As células foram incubadas a 37 °C por 24 h na 

ausência ou presença do composto MSe 13 e anfotericina B nas concentrações de 1, 10, 20, 50 e 100 µg/mL. O quadrante Q1– representa o percentual de células em apoptose 

inicial, Q2 – células em apoptose tardia, Q3 – células em estado de necrose e Q4 – células viáveis. 
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4.13 Determinação do índice de seletividade dos compostos avaliados 

 

 O índice de seletividade (IS) é o valor que indica quantas vezes um composto teste é 

mais seletiva para o parasito Leishmania spp. do que para a célula mamífera (PBMC ou 

eritrócitos), calculado a partir dos resultados de CI50, CE50, CC50, CH50. Dessa forma o cálculo 

do IS é determinado pela razão da CI50 ou CE50 por cada CC50 e CH50. 

 

4.14 Avaliação do perfil de morte celular de formas promastigotas de L. 

infantum expostas aos compostos avaliados (LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e 

MSe-13) 

 

Utilizando a citometria de fluxo avaliou-se a dupla marcação por Anexina V-FITC 

(Isotiocianato de fluoresceína) /Iodeto de Propídio (PI), para a avaliação do perfil de morte 

celular das formas promastigotas de L. infantum, seguindo as instruções do fabricante 

(MARINHO et al., 2014). Dessa forma, os compostos avaliados foram analisados quanto a sua 

toxicidade relacionada à necrose, apoptose inicial e apoptose tardia. As formas promastigotas 

de L. infantum em fase logarítimica de crescimento (1 × 106 Leishmania/poço) foram incubadas 

com os compostos sintéticos LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e MSe-13 e anfotericina B, 

utilizada como controle positivo, nas concentrações de 0.5x, 1x, 2x e 4x os valores da CI50 

correspondente a cada espécie, por 24 h a 26 ± 1ºC. Após o período de tratamento, as formas 

promastigotas foram lavadas três vezes em PBS gelado e ressuspendidas em 100 µL de tampão 

de ligação a anexina (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, e 2.5 mM CaCl2, pH 7.4). Em seguida 

adicionou-se 2,5 µL de anexina V-FITC e as células foram incubadas por 15 min no escuro à 

temperatura ambiente. Após esse período, as células foram marcadas com IP (PerCP-Cy5) (5 

µg/mL) e avaliadas em citômetro de fluxo (BD FACSCanto® II - BD Biosciences, San Jose, 

CA, EUA). Para análise dos dados foi utilizado o software FlowJo 10.0.7 (TreeStar Inc., 

Ashland, OR, EUA). 

No dot plot, o percentual celular é apresentado em cada quadrante, onde o quadrante 1 

(Q1) – células em apoptose inicial com padrão de marcação [anexina V (+)–PI (-)], (Q2) – 

células em apoptose final com padrão [anexina V (+)–PI (+)], (Q3) – células em necrose com 

padrão anexina−/IP+ e (Q4)- representa o percentual de células viáveis [(anexina V (-)–PI (-)]. 

 

Figura 18. Estratégia de análise da avaliação de morte celular por apoptose/necrose de 
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promastigotas de L. infantum tratadas com os derivados de guanidina e Anfotericina B 

 

Legenda: Estratégia de análise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo. As promastigotas de L. infantum 

foram incubadas a 26 °C por 24 h na ausência ou presença dos compostos de guanidina ou anfotericina B em 

concentrações de 0,5, 1x, 2x ou 4x CI50. Foi realizada coloração com anexina V/PI (iodeto de propídio) e as 

amostras analisadas por citometria de fluxo. O quadrante 1 (Q1) – células em apoptose inicial com padrão de 

marcação [anexina V (+)/PI (-)], (Q2) – células em apoptose final com padrão [anexina V (+)/PI (+)], (Q3) – 

células em necrose com padrão anexina V (-)/PI (+)] e (Q4)- representa o percentual de células viáveis [(anexina 

V (-)/PI (-)]. 
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Figura 19. Estratégia de análise avaliação de morte celular por apoptose/necrose de 

promastigotas de L. infantum tratadas com a selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B 

 

 
Legenda: Estratégia de análise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo. Formas promastigotas de L. 

infantum foram incubadas a 26 °C por 24 h na ausência ou presença de tratamento, com selenoglicolicamida MSe 

13 ou anfotericina B em concentrações de 0.5x, 1x, 2x ou 4x CI50. Foi realizada coloração com anexina V/PI 

(iodeto de propídio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo. 
 

 

4.15 Avaliação do perfil de morte celular de formas amastigotas axênicas de L. 

infantum expostas aos compostos avaliados (LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e MSe-13) 

 

Utilizando a citometria de fluxo avaliou-se a dupla marcação por Anexina V-FITC 

(Isotiocianato de fluoresceína) /Iodeto de Propídio (PI) (FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis 

Kit - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), para a avaliação do perfil de morte celular das 

formas amastigota axênica de L. infantum, seguindo as instruções do fabricante (MARINHO et 

al., 2014). Dessa forma, os compostos avaliados foram analisados quanto a sua toxicidade 

relacionada à necrose, apoptose inicial e apoptose tardia. As formas promastigotas de L. 

infantum em fase estacionária (1 × 106 Leishmania/poço) foram incubadas com os compostos 

sintéticos LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e MSe-13 e Anfotericina B, utilizada como 

controle positivo, nas concentrações de 0.5x, 1x, 2x e 4x os valores da CE50 correspondente a 
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cada espécie, por 24 h a 26 ± 1ºC. Após o período de tratamento, as formas promastigotas foram 

lavadas três vezes em PBS gelado e ressuspendidas em 100 µL de tampão de ligação a anexina 

(10 mM HEPES, 140 mM NaCl, e 2.5 mM CaCl2, pH 7.4). Em seguida adicionou-se 2,5 µL de 

anexina V-FITC e as células foram incubadas por 15 min no escuro à temperatura ambiente. 

Após esse período, as células foram marcadas com PI (5 µg/mL) e avaliadas em citômetro de 

fluxo (BD FACSCanto® II - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Para análise dos dados foi 

utilizado o software FlowJo 10.0.7 (TreeStar Inc., Ashland, OR, EUA). 

Anexina V e IP discriminam entre células apoptóticas em estado inicial  [anexina V 

(+)/PI (-)], células apoptóticas em estado tardio [anexina V (+)/PI (+)], bem como entre células 

em necrose [anexina V (-)/PI (+)] e células viáveiss [(anexina V (-)/PI (-)].Duas subpopulações 

observadas no dotsplot FSC-A versus SSC-A foram classificadas em subpopulações de 

amastigotas 1 e amastigotas 2. As figuras a seguir representam a estratégia de análise usadas 

para os ensaios de morte celular em amastigotas com os derivados de guanidina e 

selenoglicolicamida. 
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Figura 20. Dot plots representativos da avaliação de morte celular por apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-população 1) tratadas 

com os derivados de guanidina e Anfotericina B 

 

Legenda: Estratégia de análise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo na subpopulação denominada amastigota 1. As amastigotas de L. infantum foram incubadas a 

37 °C por 24 h na ausência ou presença dos compostos de guanidina ou anfotericina B em concentrações de 0,5, 1x, 2x ou 4x CE50. Foi realizada coloração com anexina V/PI 

(iodeto de propídio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo. 
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Figura 21. Dot plots representativos da avaliação de morte celular por apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-população 1) tratadas 

com selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B 

 
Legenda: Estratégia de análise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo na subpopulação denominada amastigota 1. As amastigotas de L. infantum foram 

incubadas a 37 °C por 24 h na ausência ou presença do composto MSe 13 em concentrações de 0,5, 1x, 2x ou 4x CE50 e anfotericina B 1x ou 4x CE50 . Foi realizada coloração 

com anexina V/PI (iodeto de propídio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo
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Figura 22. Dot plots representativos da avaliação de morte celular por apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-população 2) tratadas 

com os derivados de guanidina e Anfotericina B 
 

 
 
Legenda: Estratégia de análise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo na subpopulação denominada amastigota 2. As amastigotas de L. infantum foram incubadas a 

37 °C por 24 h na ausência ou presença dos compostos de guanidina ou anfotericina B em concentrações de 0,5, 1x, 2x ou 4x CE50. O quadrante 1 (Q1) – células em apoptose 

inicial com padrão de marcação [anexina V (+)/PI (-)], (Q2) – células em apoptose final com padrão [anexina V (+)/PI (+)], (Q3) – células em necrose com padrão anexina V (-

)/PI (+)] e (Q4)- representa o percentual de células viáveis [(anexina V (-)/PI (-)].
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Figura 23. Dot plots representativos da avaliação de morte celular por apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-população 2) tratadas 

com selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B 

 
 

Legenda: Estratégia de análise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo na subpopulação denominada amastigota 2. As amastigotas de L. infantum foram incubadas a 

37 °C por 24 h na ausência ou presença do composto MSe 13 em concentrações de 0,5, 1x, 2x ou 4x CE50 e anfotericina B 1x ou 4x CE50 . Foi realizada coloração com anexina 

V/PI (iodeto de propídio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo. 
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4.16. Avaliação da taxa de infecção de monócitos humanos por L. infantum e 

indução da síntese de óxido nítrico tratados com LQOFG-7 e controles.  

 

 As formas promastigotas metacíclicas de L. infantum foram marcadas com Éster 

succinimidílico de diacetato de carboxifluoresceína ou carboxyfluorescein diacetate 

succinimidyl ester (CFSE) (CellTrace ™ CFSE Cell Proliferation Kit). A solução de CFSE foi 

adicionada aos parasitos em uma concentração final de 5 mM. A suspensão foi incubada por 15 

minutos em estufa a 5% de CO2, 37 oC e lavadas 3 vezes em tampão PBS (10% SBF) para 

retirada do excesso de CFSE que não fixaram aos parasitos. Paralelamente, foram coletados 

amostras de sangue de voluntários saudáveis (n=5), em tubos com anticoagulante heparina para 

extração das células mononucleares do sistema periférico que seguiram todos os passos do 

protocolo 4.12. 

 Após a obtenção de PBMC, a infecção de monócitos por L. infantum marcadas com 

CFSE ocorreu na proporção de 1 monócito:10 Leishmania no período de tempo de 3 horas, 

mantidas em estufa a 5% CO2 e 37 oC. Após o tempo de infecção, essas células passaram por 

um processo de lavagem três vezes com PBS 1x.  Após a infecção e obtenção do PBMC, as 

células foram distribuídas em placas de 96 poços (2,5 x 105 células/poço) e incubadas com 

LQOFG-7 e anfotericina B na concentração de 1x o valor de EC50, nas condições em meio de 

cultura RPMI-1640 e com estímulo do lipopolissacarídeo (LPS) (lipopolissacarídeo derivado 

de Escherichia coli, Sigma-Aldrich O111:B4) a 100 ng/mL onde avaliou-se diferentes 

condições, células em cultura sem infecção e com infecção por L. infantum. (BARTOSH; 

YLOSTALO, 2014; LAPARA; KELLY, 2010; SCHILDBERGER et al., 2013).  

As placas foram então incubadas por 24 h em estufa de a 5% de CO2 a 37 ºC. Após o 

tempo de tratamento, a placa foi centrifugada a 200 g, por 8 min a 4 ºC e o sobrenadante foi 

coletado para medição de produção de nitrito. Para a marcação dos monócitos foi adicionado o 

anticorpo de superfície CD14 (PERCP-Cy5.5; clone MΦP9), já diluído, conforme titulação 

padronizada, em um volume final de 40 µL, seguindo o protocolo de marcação foi realizada a 

lavagem das células adicionando 150 µL de tampão PBS gelado em cada poço. As placas foram 

novamente centrifugadas, durante 10 minutos a 4 oC. Ao final da centrifugação, estas foram 

vertidas para retirar o sobrenadante e, em seguida, por fim ressuspendidas as células ao 

adicionar 100 µL de tampão PBS e 100 µL de solução de formaldeído 4%, para então posteior  

leitura dos ensaios em citômetro de fluxo FACSCANTOII (BD FACSCanto® II - BD 
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Biosciences, San Jose, CA, EUA), onde foram adquidiros 30 mil eventos. O solftware FlowJo 

v.10.8.1® foi utilizado como programa para análise dos dados obtidos (MAGALHÃES et al., 

2015). 

Inicialmente, para a identificação da população celular de monócitos, utilizou-se o 

gráfico de perfil de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) baseando-se em conhecimento 

prévio da localização dessas células (Figura 24A). Em seguida, após a seleção da população 

de monócitos, essas células foram visualizadas no gráfico FSC-H x FSC-A no formato single 

cells (Figura 24B). Por fim, foi visualizado a população CD14+ (canal PERCP-Cy5.5) versus 

CFSE (FITC) (Figura 24C), identificando assim os monócitos infectados por Leishmania 

infantum. 

 

Figura 24. Estratégia de análise por citometria de fluxo do ensaio de infecção 

 
 
Fonte: Elaboração própria. (A) As células foram visualizadas no gráfico tamanho vs. granulosidade (FSC vs. SSC) 

e foi realizado um gate amplo em torno da população de monócitos, excluindo a maioria dos debris e linfócitos. 

(B) células foram visualizadas no gráfico FSC-H x FSC-A no formato single cells. (C) Por último, as células 

CD14+ foram visualizadas no gráfico CFSE vs. CD14+, identificando assim os monócitos infectados por 

Leishmania infantum. 

A produção de NO pode ser avaliada indiretamente pela produção de nitrito pelo método 

de Griess (GREEN et al., 1982) no sobrenadante do ensaio de avaliação da taxa de infecção de 
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monócitos. Para a realização do ensaio da medição o nitrito na amostra, foi adicionado um 

volume de R1 igual a 50% do volume da amostra coletado no sobrenadante, neste caso foi 

adicionado 50 µL por poço. Imediatamente após a adição de R1, foi adicionado um volume de 

R2 igual ao volume de R1 adicionado à reação. A placa foi incubada 10 minutos para que a cor 

se desenvolvesse e a leitura da absorbância foi lida a 540 nm. Como teste estatístico, foi 

utilizado One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey foi realizado para comparar os 

grupos com o controle. A concentração de nitrito foi estimada por interpolação da curva-padrão 

nitrito de sódio (NaNO2) partindo de concentrações seriadas de 200 a 0.19 µM. 

 

4.17. Análise estatística 

 

Todos os ensaios in vitro foram realizados em triplicata, em pelo menos três 

experimentos independentes. O software GraphPad Prism versão 8.0 (San Diego, CA) foi 

utilizado para o cálculo da CI50, CE50, CC50 e CH50 com limite de confiança de 95%. O mesmo 

programa foi utilizado para as comparações entre os grupos pela análise de variância (ANOVA) 

seguida pelo teste de Tukey. Todas essas análises tiveram como nível máximo necessário para 

a significância estatística um valor de p < 0,05. 
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5.1 RESULTADOS: DERIVADOS DE GUANIDINA 

 

5.1.1 Avaliação da atividade anti-Leishmania dos derivados de guanidina sobre 

as formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum 

 

A atividade anti-Leishmania dos compostos derivados de guanidina foi avaliada em 

ensaios in vitro contra formas promastigotas de Leishmania infantum. Foi realizado o screening 

onde no total de 14 compostos sintéticos avaliados (Tabela 1- tópico 4.5), dentre estes, 6 

compostos apresentaram perfil de inibição do crescimento do parasito nas concentrações 

avaliadas (Tabela 4), sendo possível o cálculo da CI50 desses compostos. 

Os compostos LQOFG-2, LQOFG-6,  LQOFG-7, LQOFG-29, LQOFG-32 e LQOFG-

33 apresentaram concentrações de CI50  de, 5,14 ± 0,25 ; 9,42 ± 0,76  ; 10,76 ± 0,64 ; 71,22 ± 

4.81; 57,37 ± 1,83 e 32,36 ± 1,39µg/mL  respectivamente. Enquanto que o CI50 para anfotericina 

B, fármaco de referência, foi de 1,41 ± 0,23 µg/mL . Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata em 3 experimentos independentes. Dessa forma, após a triagem, observou-se que os 

compostos que apresentaram melhor atividade foram LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 

(Figura 14). A partir de então esses foram os derivados de guanidina escolhidos para o 

prosseguimento dos ensaios posteriores. 

 

Tabela 4. Concentração inibitória de 50% do crescimento de formas promastigotas (CI50) de 

Leishmania infantum após 72 h de incubação com os compostos derivados de guanidina e 

fármaco de referência 

Compostos CI50 (µg/ml) CI50 (µM) 

LQOFG-2 5.14 ± 2.05 12.7 

LQOFG-6 9.42 ± 1.86 24.4 

LQOFG-7 10.76 ± 1.27 23.6 

LQOFG-29 71.22 ± 4.81 153.1 

LQOFG-30 N.a. N.a. 

LQOFG-31 N.a. N.a. 

LQOFG-32 57.37  ± 1.39 158.4 

LQOFG-33 32.36 ± 1.84 68.1 

LQOFT-1 N.a. N.a. 

LQOFT-2 N.a. N.a. 

LQOFT-3 N.a. N.a. 

LQOFS-7 N.a. N.a. 

LQOFS-8 N.a. N.a. 
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LQOFS-9 N.a. N.a. 

Anfotericina B 1.41 ± 0.23 1.5 

Fonte: Elaboração própria. Os valores representam a média ± erro padrão da média da CI50 calculada ao menos em 

três experimentos independentes. Para este cálculo foi utilizado o modelo de regressão não-linear com o programa 

GraphPad Prism 8.0. N.a =  composto não ativo na maior concentração testada.  

 

A Figuras 25 representa a atividade antileishmania dos compostos derivados de 

guanidina sob as formas promastigotas de L. infantum após 72h de tratamento, em porcentagem 

de inibição de crescimento, que determinaram os respectivos valores de CI50 na Tabela 4. Esses 

compostos apresentaram uma inibição de maneira dependente de concentração para as 

concentrações analisadas, respectivamente, quando comparadas ao controle (100% de 

viabilidade celular). Comparando-se a porcentagem de inibição do crescimento de 

promastigotas, observou-se que os derivados LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7, que 

apresentam como grupo substituinte o elemento bromo (-Br), o grupo t-butil e iodo (-I) 

respectivamente, obtiveram melhor atividade inibitória em todas as concentrações apresentadas 

(3,12 a 25 µg/mL) (Figura 25A, 25B e 25C), sendo estas, bem inferiores às concentrações 

testadas dos demais derivados LQOFG-29, LQOFG-32 e LQOFG-33  (12,5 a 100 µg/mL) 

(Figura 25D, 25E e 25F). Em 12,5 µg/mL, por exemplo, para os compostos LQOFG-2, 

LQOFG-6 e LQOFG-7 (Figura 25), foi observada uma inibição de 80,44 ± 1,77; 71,67 ± 1,53 

e 74,28 ± 1,53% (p < 0,0001), respectivamente. Já para os compostos LQOFG-29, LQOFG-32 

e LQOFG-33 (Figura 25D, 25E e 25F), na concentração de 50 µg/mL, a porncentagem de 

inibição de crescimento representada foi de 60,29 ± 9,99; 71,29 ± 7,11 e 85,09 ± 0,76 %, 

respectivamente. 
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Figura 25.  Efeito dos compostos derivados de guanidina LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7, LQOFG-29, LQOFG-32 e LQOFG-33  sobre a 

inibição de crescimento após 72 h de tratamento em formas promastigotas de L. infantum 

 

 

Fonte: Elaboração própria. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH 7.0 e 20% de SFB e incubados na presença de diferentes concentrações compostos derivados 

de guanidina LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 a 26 ºC. A citotoxicidade dos parasitos foi avaliada pelo método de redução do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium 

brometo (MTT) após 72 h de tratamento. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes, considerando o controle negativo (CTL-) 

DMSO 0,5% como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey para comparação entre os grupos, sendo * p<0,05, **p<0,01 e 

****p<0,0001 em comparação ao controle.
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5.1.2 Avaliação da atividade anti-Leishmania dos derivados de guanidina sobre 

as formas amastigotas axênicas de Leishmania infantum 

 

Os compostos derivados de guanidina que obtiveram melhores índices de inibição de 

crescimento de formas promastigotas de L. infantum, portanto os compostos LQOFG-2, 

LQOFG-6 e LQOFG-7, juntamente com o fármaco de referência Anfotericina B, foram 

avaliados quanto a atividade anti-Leishmania sobre as formas amastigotas axênicas de 

Leishmania infantum. A partir dos ensaios in vitro pelo método de MTT, como descrito no 

tópico 4.3, obtemos a concentração citotóxica desses compostos, juntamente ao controle 

positivo para amastigotas axênicas de L. infantum (Figura 26). 

 

 

Figura 26. Processo de transformação in vitro da forma promastigota (a) em amastigota 

axênica (b). 

  

Fonte: Laboratório de Imunologia das doenças infecciosas (LABIDIC). Observação por microscopia 

óptica, aumento 40x. 

 

Os compostos LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7, apresentaram atividade citotóxica 

para as formas amastigotas axênicas de Leishmania infantum em valores de 10,59 ± 1,22 (26,1 

µM), 8,15 ± 1,13 (21,1 µM) e 8,46 ± 1,23 µg /mL (18,6 µM), respectivamente. A anfotericina 

B apresentou valor de CE50 de 0,32 ±1,29 µg/mL (0,3 µM) (Tabela 5; Figura 27). Na 

concentração de 12,5, LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 apresentaram toxicidade de 57.71%, 

59.88% e 58.02%, respectivamente, em relação ao controle. O composto bioativo derivado de 

guanidina, com substituição na posição para, sendo R= I (iodo), LQOFG-7, apresentou melhor 

resultado para tal atividade. 

 

a 
 

b 
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Tabela 5.  Concentração efetiva sobre 50% da população de formas amastigotas axênicas 

(CE50) de Leishmania infantum após 24 h de incubação com os compostos derivados de 

guanidina e fármaco de referência 

Compostos Estrutura molecular CE50 (µg/ml) CE50 (µM) 

LQOFG-2 

 

10,59 ± 1,22 26,1 

LQOFG-6 

 

8,15 ± 1,13 21,1 

LQOFG-7 

 

8,46 ± 1,23 18,6 

Anfotericina B 

 

0,32 ±1,29 0,3 

Fonte: Elaboração própria. Os valores representam a média ± erro padrão da média da CE50 calculada ao menos 

em três experimentos independentes. Para este cálculo foi utilizado o modelo de regressão não-linear com o 

programa GraphPad Prism 8.0. 

 

A figura abaixo representa o efeito citotóxico desses derivados de guanidina sobre 

formas amastigotas axênicas de L.infantum após 24h de tratamento. O gráfico apresenta-se num 

modelo não-linear de curva dose-resposta em escala de Log na base 10 nas concentrações em 

µg/mL, juntamente com o fármaco controle, a anfotericina B. Pode-se observar a diminuição 

da viabilidade celular das amastigotas a medida que as doses desses compostos foram 

aumentando. Contudo, a anfotericina ainda apresentou melhor perfil de atividade citotóxica 

(CE50= 0,32 ±1,29 µg/Ml). 
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Figura 27 . Citotoxicidade dos derivados de guanidinas (LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7) e 

Anfotericina B sob a forma amastigota axênica de L. infantum após 24 h de tratamento. 

 
 

 

Fonte: Elaboração própria. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH 5.5 e 20% de SFB e incubados 

na presença de diferentes concentrações do composto LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7, juntamente com o 

controle positivo, a anfotericina B, a 37 ºC. A citotoxicidade dos parasitos foi avaliada pelo método de redução do 

3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium brometo (MTT) após 24 h de tratamento. O gráfico representa a 

média ± erro padrão da média de três experimentos independentes, considerando o controle negativo (CTL-) 

DMSO 0,5% como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey para 

comparação entre os grupos, sendo. 
 

5.1.3 Avaliação da citotoxicidade dos compostos de guanidina em células de 

mamíferos e índice de seletividade 

 

5.1.3.1Citotoxicidade em eritrócitos humanos  

 

A citotoxicidade frente a eritrócitos humanos dos compostos derivados de guanidina 

(LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7) mais promissores para atividade antiamastigota foi 

avaliada in vitro e os resultados estão descritos na Tabela 6. Os compostos avaliados não 

alteraram de forma significativa a viabilidade dessas células em nenhuma das concentrações 

testadas, tendo uma CH50 > 400 µg/mL, com o controle sendo considerado com 100% de 

viabilidade celular. O fármaco de referência avaliado, anfotericina B, apresentou atividade 

hemolítica com uma CH50 de 6.52 ± 2.09 µg/mL ocorrendo assim uma diminuição na 

viabilidade dos eritrócitos pelo índice de toxicidade desse fármaco (Tabela 6). 
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Tabela 6. Citotoxicidade em células humanas e índice de seletividade dos derivados 

guanidina e anfotericina B 

 Citotoxicidade Atividade anti-Leishmania 

Compostos PBMC Eritrócitos Promastigotas Amastigotas 

 CC50 CH50 CI50 ISpbmc ISe CE50 ISpbmc ISe 

LQOFG-2 127.1 ± 3.23 >400 5.14 ± 2.05 24.72 >77.82 10.59 ± 1.22 12.00 >37.77 

LQOFG-6 >400 >400 9.42 ± 1.86 >42,46 >42.46 8.15 ± 1.13 >49.08 >49.08 

LQOFG-7 340.4 ± 3.58 >400 10.76 ± 

1.27 

31.63 >37.17 8.46 ± 1.23 40.23 >47.28 

Anfotericina B 53.88 ± 3.59 6.52 ± 2.09 1.41 ± 0.23 38.21 4.62 0.32 ±1.29 168.37 20.37 

Fonte: dados próprios. Valores em µg/mL. ISpbmc (índice de seletividade com células mononucleares do sistema 

periféfico-PBMC). ISe (índice de seletividade com eritrócitos) .Os valores representam a média calculada em ao 

menos três experimentos independentes em triplicata ± erro padrão da média. Para este cálculo foi utilizado o 

programa GraphPad Prisma 8.0.  

 

Os compostos derivados de guanidina apresentaram um índice de seletividade na relação 

entre o CH50/CI50 de ISe >77,82, >42,46 e > 37,17 para LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 

respectivamente. E na relação CH50/ CE50 com valores de ISe 24,72;  42,46 e 31,63. Sendo assim 

mais seletivos a sua ação anti-Leishmania não apresentando toxicidade em hemácias na maior 

concentração testada. 

 

5.1.3.2 Citotoxicidade frente a células mononucleares de sangue periférico 

humano 

 

 Seguindo a investigação da atividade citotóxica dos compostos mais promissores do 

grupo das guanidinas, foi avaliado a citotoxicidade dos derivados LQOFG-2, LQOFG-6 e 

LQOFG-7 frente a células mononucleares do sangue peripérico humano, ou human peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC). Após a extração das PBMC’s de doadores voluntários 

saudáveis, seguindo o protocolo descrito no tópico 4.12, onde essas células incluem linfócitos 

[células T, células B e células NK (natural killers)], monócitos e células dendríticas cuja 

frequências dessas populações variam entre os indivíduos, mas normalmente os linfócitos estão 
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na faixa de 70 a 90%, os monócitos de 10 a 20%, enquanto as células dendríticas são raras, 

representando apenas 1 a 2% (KLEIVELAND; KLEIVELAND, 2015). Essas células foram 

plaqueadas em meio RPMI expostas aos compostos, além da Anfotericina B. A viabilidade 

celular das PBMCs foi avaliada pelo método de redução do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- 

difeniltetrazolium brometo (MTT) após 24 h de tratamento para o cálculo do CC50 cujos valores 

estão descritos na tabela 6. 

A Figura 28 representa o gráfico de citotoxicidade dos derivados de guanidina e 

anfotericina B sobre as PBMC de doadores saudáveis. Os compostos LQOFG-2 e LQOFG-7 

apresentaram seus CC50 nos valores de 127.1 ± 3.23 e 340.4 ± 3.58 µg/mL respectivamente. 

Para o composto LQOFG-6 não foi possível calcular o valor de seu CC50, sendo maior que 400 

µg/mL, a maior concentração testada. O valor de CC50 da Anfotericina B foi de 53.88 ± 3.59 

µg/mL, sendo o fármaco de referência mais citotóxico que os compostos de guanidina 

estudados. Portanto destaca-se a baixa citotoxicidade dos mesmos frente as células 

mononucleares do sistema periférico humano. Na concentração teste de 50 µg/mL por exemplo, 

os compostos LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 apresentaram uma viabilidade de 99.09 ± 

4.00; 115.3 ± 4.80 e 115 ± 5.69 % em relação ao controle; e a Anfotericina B no valor de 53.90 

± 4.6%. 

 

Figura 28. Citotoxicidade dos compostos derivados de guanidina (LQOFG-2, LQOFG-6 e 

LQOFG-7) e Anfotericina B sob células mononucleares do sistema periférico após 24 h de 

tratamento. 

 

 
Fonte: Elaboração própria. As células mononucladas do sistema periférico humano foram cultivados em meio 
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RPMI 1640, suplementado a 10% de SFB e incubados na presença de diferentes concentrações do compostos 

LQOFG-2; LQOFG-6 e LQOFG-7, juntamente com a anfotericina B, a 37 ºC, 5% CO2. A citotoxicidade dos 

parasitos foi avaliada pelo método de redução do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium brometo (MTT) 

após 24 h de tratamento. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes, 

considerando o controle negativo (CTL-) como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido 

pelo pós-teste de Tukey para comparação entre os grupos, sendo, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 em 

comparação ao controle negativo. 

 
 

5.1.4 Avaliação do perfil de morte celular de formas promastigotas e amastigota 

axênica de L. infantum expostas os derivados de guanidina LQOFG-2, LQOFG-

6 e LQOFG-7 

 

Com a finalidade de identificar o mecanismo de ação das substâncias deste estudo, 

avaliamos a morte celular do parasita, utilizando a citometria de fluxo. O mecanismo de morte 

celular foi identificado utilizando os marcadoresanexina V-FITC e IP, avaliando os estágios de 

morte celular em parasitas expostos a compostos de guanidina (BRAJTBURG; BOLARD, 

1996; JAIN; JAIN, 2018).  

Primeiramente, o ensaio de morte celular foi realizado para promastigotas de L. 

infantum tratadas com os compostos de guanidina por 24 horas, nas concentrações de 0,5, 1x, 

2x e 4x CI50. Como controle positivo foi utilizado a anfotericina B nas concentrações 1x e 4x 

CI50. As células tratadas com meio de cultura sem fármaco foram considerados o controle 

negativo e DMSO a 0.5% também foi analisado como controle de veículo.  

Os resultados mostram que não houve diferença estatisticamente significativa para os 

derivados de guanidina (LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7) para nenhum dos marcadores. Não 

houve diferença significativa no perfil de morte celular entre o grupo controle negativo e o 

grupo DMSO a 0.5%, demonstrando que a concentração utilizada do solvente DMSO não 

interfere nos ensaios de citotoxicidade realizados nesse estudo, mantendo a vialidade celular. A 

anfotericina B apresentou apoptose tardia para 4.30 ± 0,28% na concentração 1x CI50 e 65.83 

± 1.85% na concentração de 4x CI50. A porcentagem que caracteriza desintegração da 

membrana [anexina V (-)–PI (+)], ou seja, necrose celular, foi de 7.64 ± 1.17% em 1x CI50 e 

33.10 ± 1.90% em 4x CI50 (valor p ≤ 0,0001).  
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Tabela 7. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas promastigotas de 

Leishmania infantum tratados com os derivados de guanidina e anfotericina B por 24h. 

 

% Células 

                                       Anexina +/PI- Anexina+/PI+ Anexina-/PI+ 

Controle 0.89 ± 0.15 0.25 ± 0.07 0.71 ± 0.09 

DMSO 0.5% 0.62 ± 0.06 0.60 ± 0.08 0.83 ± 0.01 

LQOFG-2 0.5x CI50 0.27± 0.09   0.55 ± 0.04 1.69 ± 0.28 

LQOFG-2 1x CI50 0.12 ± 0.02a  0.41 ± 0.14  2.07 ± 0.23 

LQOFG-2 2x CI50 0.35 ± 0.01  0.78 ± 0.15  1.52 ± 0.24 

LQOFG-2 4x CI50 0.34 ± 0.09 0.63 ± 0.12 1.79 ± 0.59 

LQOFG-6 0.5x CI50 0.65 ± 0.19 0.18 ± 0.01 0.85 ± 0.09 

LQOFG-6 1x CI50 0.46 ± 0.13  0.20 ± 0.03 1.47 ± 0.21 

LQOFG-6 2x CI50 0.51 ± 0.08  0.32 ± 0.06 1.37 ± 0.22 

LQOFG-6 4x CI50 0.91 ± 0.34 0.20 ± 0.03 1.06 ± 0.07 

LQOFG-7 0.5x CI50 0.28 ± 0.05 0.47 ± 0.07 0.87 ± 0.17 

LQOFG-7 1x CI50 0.77 ± 0.04 0.41 ± 0.08 1.19 ± 0.12 

LQOFG-7 2x CI50 0.76 ± 0.10 0.26 ± 0.09 1.37 ± 0.22 

LQOFG-7 4x CI50 0.39 ± 0.08 0.18 ± 0.07  1.06 ± 0.07 

Anfotericina B 1x CI50 0.67 ± 0.27 4.30 ± 0.28d 7.64 ± 1.17d 

Anfotericina B 4x CI50 0.27 ± 0.09  65.83 ± 1.85d 33.10 ± 1.90d 

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em promastigotas  ± S.E.M de três experimentos 

independentes em triplicata. (a) p ≤ 0,05 vs. Controle, (b)p ≤ 0,01 vs. Controle; (c) p ≤ 0,001 vs. Controle;  (d)p ≤ 

0,0001 vs. controle, por análise de variância (ANOVA) com o  pós-teste de Tukey  em comparação com o controle 

negativo ( células sem tratamento). 

 

Os mesmos parâmetros experimentais para o ensaio de morte celular foram utilizados 

para avaliar morte celular em as amastigotas axênicas de L. infantum: amastigotas em sua fase 

estacionária foram tratadas por 24 horas a 37ºC, nas concentrações de 0.5, 1, 2 e 4x CE50. Como 

controle positivo foi utilizado o fármaco Anfotericina B nas concentrações de 1x e 4x CE50. O 

DMSO foi testado a 0.5% e, como controle negativo, células em meio schneider sem 

tratamento.  

Duas subpopulações observadas no dotsplot FSC-A versus SSC-A foram classificadas 

em subpopulações de amastigotas 1 e amastigotas 2. Na subpopulação 1, observamos um perfil 

de células viáveis em sua maior proporção por não expressar os marcadores de morte celular 

[anexina V (- )–PI (-)]. Porém o composto LQOFG-7 na concentração de 2x CE50, induziu 
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apoptose inicial em 21,43 ± 1,00% em relação ao controle. A anfotericina B indiziu um perfil 

típico de apoptose inicial (24,25 ± 0,95%) e tardia (15,85 ± 1,25%) na concentração de 1x 

CE50, morte celular por necrose (35,53 ± 1,10%) na concentração de 4x CE50 (tabela 8). 

 

Tabela 8. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas amastigota axênica 

de Leishmania infantum tratados com os derivados de guanidina e anfotericina B por 24h para 

sub-população 1. 

% células (sub-população amastigota 1) 

                                       Anexina+/PI- Anexina+/PI+ Anexina-/PI+ 

Células 12.45 ± 2.70 7.06 ± 0.81 5.24 ± 0.39 

DMSO 0.5% 15.90 ± 2.10 6.08 ± 1.06 3.99 ± 0.48 

LQOFG-2 0.5x CE50 16.20 ± 2.03 8.57 ± 0.18 9.75 ± 0.97 

LQOFG-2 1x CE50 18.60 ± 0.85 9.46 ± 2.06 7.31 ± 1.42 

LQOFG-2 2x CE50 16.60 ± 1.39 7.90 ± 0.82 9.26 ± 0.54 

LQOFG-2 1x CE50 16. 77 ± 2.15 8.02 ± 0.87  10.58 ± 0.43 

LQOFG-6 0.5x CE50 17.30 ± 1.76 10.76 ± 1.72 10.69 ± 0.99 

LQOFG-6 1x CE50 16.17 ± 1.27 10.47 ± 1.64 12.09 ± 1.07 

LQOFG-6 2x CE50 16.80 ± 0.95 10.87 ± 0.14 8.16 ± 0.77 

LQOFG-6 4x CE50 20.47 ± 0.97 11.68 ± 2.45 4.47 ± 2.31 

LQOFG-7 0.5x CE50 16.60 ± 2.24 10.76 ± 1.51 9.34 ± 0.99 

LQOFG-7 1x CE50 16.27 ± 1.23 9.94 ± 2.00 12.40 ± 1.32 

LQOFG-7 2x CE50 21.43 ± 1.00a 13.10 ± 2.52 7.87 ± 1.31 

LQOFG-7 4x CE50 19.63 ± 0.29 11.90 ± 0.89 7.67 ± 0.55 

Anfotericina B 1x CE50 24.25 ± 0.95b 15.85 ± 1.25 9.32 ± 1.76 

Anfotericina B 4x CE50 7.21 ± 1.07 38.75 ± 1.85d 35.53 ± 1.10d 

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em amastigota axênica  ± SEM em triplicata. (a) p 

≤ 0,05 vs. controle, (b) p ≤ 0,01 vs. controle; (c) p ≤ 0,001 vs. controle;  (d) p ≤ 0,0001 vs. controle, por análise de 

variância (ANOVA) com o  pós-teste de Tukey  em comparação com o controle negativo ( células sem tratamento). 

 

Já na subpopulação 2, os resultados que caracterizam de morte celular do parasita, ou 

seja, apoptose inical [anexina V (+)–PI (-)], células apoptóticas tardia [anexina V (+)–PI (+)], 

e morte celular por necrose [anexina V (-)–PI (+)], são apresentados na Tabela 9 e Figura 24. 

Não houve diferença estatística entre o controle negativo (não tratado) e DMSO 0.5%. Os 

compostos derivados de guanidina induziram morte por apoptose tardia, anexina V (+)–PI (+) 

(Figura 29; Tabela 9), em todas as concentrações testadas para LQOFG-2, com percentual de 
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morte variando de 31,43 ± 0.03 (p<0.01); 33,23 ± 0,73 (p<0.01); 56,27 ± 1,51 (p<0.0001) e  

67,50 ±2.05(p<0.0001)  % para 0.5, 1x, 2x e 4x seu CE50 respectivamente. Para o composto 

LQOFG-6, o perfil de morte por apoptse foi significativo em  4x com porcentagem de 45,47 ± 

1,30 %(p<0.0001). 

 

O tratamento com LQOFG-7 resultou em morte celular estatisticamente significativa 

em todas as concentrações testadas, com percentuais de 35,53 ± 3,13c ; 44,20 ± 1,01d ; 36,70 ± 

10,35d e 63,27 ± 0,59d  %, também demonstrados na Figura 25. Não houve diferença 

significativa para o entre o controle negativo e tratamento, tanto DMSO 0.5% e derivados de 

guanidina, para a condição Anexina -/PI+, com execeção da Anfotericina B em 4x EC50. A 

anfotericina B apresentou um percentual de apoptose tardia de 57,50 ± 1,72% na concentração 

1x EC50 e 97,87 ± 1,01% na concentração 4x EC50. 
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Figura 29. Morte celular por apoptose de formas amastigotas axênicas de L. infantum 

expostas aos compostos derivados de guanidina (LQOFG-2; LQOFG-6 e LQOFG-7), 

Anfotericina B e controles. 

 
Legenda: As amastigotas de L. infantum foram incubadas a 37 °C por 24 h na ausência ou presença dos compostos 

de guanidina ou anfotericina B (ANF. B) em concentrações de 0,5, 1x, 2x ou 4x CE50. Foi realizada coloração com 

anexina V/PI (iodeto de propídio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo (a) p ≤ 0,05 vs. controle, (b) p 

≤ 0,01 vs. controle; (c) p ≤ 0,001 vs. controle;  (d) p ≤ 0,0001 vs. controle, por análise de variância (ANOVA) com 

o  pós-teste de Tukey  em comparação com o controle negativo [CLT- (células sem tratamento)]. ANF (anfotericina 

B). 

 

Tabela 9. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas amastigota axênica 

de Leishmania infantum tratados com os derivados de guanidina e anfotericina B por 24h para 

subpopulação 2. 

    % Células (subpopulação amastigota 2) 

                                                   Anexina+/PI- Anexina+/PI+ Anexina-/PI+ 

Controle 1.99 ± 0.29 12.63 ± 0.68 15.57 ± 0.33 

DMSO 0.5% 5.86 ± 0.59 24.25 ± 5.55 13.00 ± 2.26 

LQOFG-2 0.5x CE50 5.68 ± 0.29a 31.43 ± 0.03b  13.20 ± 1.62 
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LQOFG-2 1x CE50  8.13 ± 0.84d  33.23 ± 0.73c 11.97 ± 0.66 

LQOFG-2 2x CE50 7.68 ± 0.39d 56.27 ± 1.51d 15.93 ± 1.02  

LQOFG-2 4x CE50 7.55 ± 1.18d 67.50 ± 2.05d 13.80 ± 1.47 

LQOFG-6 0.5x CE50 3.62 ± 0.39 17.10 ± 0.80 13.20 ± 1.62 

LQOFG-6 1x CE50 4.05 ± 0.22 20.00 ± 1.74 6.57 ± 1.20 

LQOFG-6 2x CE50 5.72 ± 0.20a 25.50 ± 0.80 7.15 ± 0.21 

LQOFG-6 4x CE50 9.06 ± 0.70d 45.47 ± 1.30d 8.14 ± 0.78 

LQOFG-7 0.5x CE50 5.56 ± 0.46a 35.53 ± 3.13c 9.83 ± 1.27 

LQOFG-7 1x CE50 5.84 ± 0.57b 44.20 ± 1.01d 13.53 ± 0.32 

LQOFG-7 2x CE50 10.02 ± 1.53d 36.70 ± 10.35d 5.63 ± 1.24 

LQOFG-7 4x CE50 8.01 ± 0.14d 63.27 ± 0.59d 12.27 ± 0.48 

Anfotericna B 1x CE50 4.73 ± 0.97 57.50 ± 1.72d 11.52 ± 1.89 

Anfotercina B 4x CE50 0.60 ± 0.42 97.87 ± 1.01d 0.96 ± 0.33d 

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em amastigotas-subpopulação 2 ± S.E.M em 

triplicata. (a) p ≤ 0,05 vs. controle, (b) p ≤ 0,01 vs. controle; (c) p ≤ 0,001 vs. controle;  (d) p ≤ 0,0001 vs. controle, 

por análise de variância (ANOVA) com o  pós-teste de Tukey  em comparação com o controle negativo ( células 

sem tratamento). 

 

5.1.5 Avaliação da taxa de infecção e indução da síntese de óxido nítrico mediante 

infecção de monócitos humanos por Leishmania infantum  

 
 

Como o derivado de guanidina LQOFG-7 foi o composto mais ativo com base em sua 

atividade anti-Leishmania, baixa toxicidade em PBMCs humanos e capacidade de induzir a 

morte por apoptose em amastigotas de L. infantum, este composto foi selecionado para 

investigar a influência na infecção de monócitos humanos com a forma promastigota de L. 

infantum além da produção de espécies reativas de nitrogênio.  

Para determinar a taxa de infecção e deternimar a produção de nitrito após 24 h, PBMCs 

de indivíduos saudáveis (n=5) foram tratados com LQOFG-7 na concentração no valor de seu 

respectivo CE50, (8.46 µg/mL) nos ensaios in vitro. A anfotericina B como fármaco de referência 

(0.32 µg/mL). Ademais, também foi utilizado como controle positivo e estímulo representando 

um ambiente inflamatório, o LPS a 100ng/mL e o controle negativo (células sem tratamento). 

Não houve diferenças significativas nas taxas de infectividade entre as células de 

controle não tratadas (63.90 ± 2.42%) e as células infectadas tratadas com LQOFG-7 (52.73 ± 

6.98%), Anfotericina B (58.23 ± 3.72%) ou LQOFG-7 + Anfotericina B (56.43 ± 4.22%) 

(Figura 30). Os resultados referentes à indução da síntese de óxido nítrico em monócitos 
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humanos nas condições com infecção e sem infecção, por um período de 24 horas estão 

presentes na Figura 31. Após realizar o protocolo de infecção descritos no tópico 4.16, as células 

(PBMC) foram tratadas em diferentes condições e o sobrenadante oriundo da cultura após 24h 

de tratamento foi coletado para medição de nitrito.  

 

Figura 30. Efeito do composto LQOFG-7 e anfotericina B sobre a taxa de infecção de 

monócitos por Leishmania infantum após 24 h de tratamento 

 

Fonte: Dados próprios. Formas promastigotas de Leishmania infantum foram incubadas com monócitos humanos 

a 37 ºC por 24 h na presença da LQOFG-7 e o fármaco de referência anfotericina B, nas concentrações de seus 

CE50. As formas promastigotas foram marcadas com CFSE (Éster succinimidílico de diacetato de 

carboxifluoresceína) e os monócitos com CD14 e analisadas por citometria de fluxo. O gráfico representa a média 

± erro padrão da média. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey para comparação entre 

os grupos. ANF.B representa Anfotericina B. 

 

Observou-se um aumento significativo na produção de nitrito em monócitos infectados 

tratados com LQOFG-7 (13,5 ± 1,30 µM) em comparação com o grupo infectado sem 

tratamento (0,367 ± 1,48 µM). Não houve diferença significativa entre as células tratadas com 

LPS e o tratamento com LQOFG-7 em ambas as condições. Na condição monócitos sem 

infecção tratados com LQOFG-7, houve uma produção de nitrito no valor de 10,5± 3,58 µM. 

A partir deste ensaio, temos que o derivado de guanidina LQOFG-7 induziram à produção de 

nitrito em PBMCs. Observa-se também uma baixa produção de nitrito por monócitos infectados 

com L. infantum e sem tratamento (0,367 ± 1,48 µM) em relação a condição sem infecção (3,81 

± 1,36 µM). Já os monócitos tratados LPS produziram nitrito no valor de 8,67 ± 1,23 µM na 

infecção e 11,2 ± 1,96µM em monócitos não-infectados com L. infantum.  
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Figura 31. Níveis de nitrito produzidos por monócitos infectados com Leishmania infantum  

tratados com LQOFG-7 e controles 

 
Fonte: Elaboração própria. Os níveis de nitrito foram dosados pela reação de Griess, a partir dos sobrenadantes 

coletados do ensaio de taxa de infecção de monócitos com L. infantum no sangue periférico de indivíduos 

saudáveis. * P < 0.05 em relação ao controle (sem tratamento). O gráfico representa a média ± erro padrão. One-

way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey foi realizado para comparar os grupos com o controle. 

 

  

Também foi avaliado o efeito do tratamento com a Anfotericina B  (EC50) na produção 

de nitrito. Não houve aumento significativo na produção de nitrito em monócitos infectados 

tratados com anfotericina B (5,49 ± 2,55 µM) comparados com o controle sem tratamento. No 

entanto, os monócitos ativados por LPS [anfotericina (+); LPS (+)] exibiram um aumento 

significativo na produção de nitrito (13,6 ± 4,25 µM) (p < 0,05) em comparação com células 

infectadas não tratadas (0,367 ± 1,48 µM) . Além disso, avaliou-se a possibilidade um efeito 

sinérgico entre o tratamento com anfotericina B e LQOFG-7 e como resultado temos que houve 

um aumento na produção de nitrito (p < 0,05; 13,0 ± 1,04 µM) nos monócitos ativados por LPS. 

Por fim partindo desse ensaio, temos que o derivado de guanidina LQOFG-7 aparenta induzir 

e/ou restituir a produção de óxido nítrico por células mononucleares do sistema periférico 

humano. 
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5.2 RESULTADOS: SELENOGLICOLICAMIDAS 

 

5.2.1 Avaliação da atividade anti-Leishmania das selenoglicolicamidas sobre as 

formas promastigotas de Leishmania infantum 

 

A atividade anti-Leishmania dos compostos selenoglicolicamidas foi avaliada em 

ensaios in vitro contra formas promastigotas de Leishmania infantum. O screening dos 

derivados de selênio foi feito inicialmente  com 9 compostos (Tabela 2). O composto C4CB 

(composto de partida na síntese), não apresentou atividade na maior concentração testada (400 

µg/mL) . Portanto destes, 8 compostos apresentaram perfil inibitório nas concentrações 

testadas, sendo possível o cálculo da CI50 desses compostos. As concentrações citotóxicas de 

inibição (CI50) dos compostos MSe 10, MSe 11, MSe 13, MSe 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e 

MSe 20 foram em µg/mL de 20,50 ; 1,34; 4,83 ; 57,57 ; 68,96 ; 32, 51 ; 2,89  e 34,75 , 

respectivamente. Na tabela 10 temos a atividade das selenoglicolicamidas nas formas 

promastigotas junto com a fórmula estrutural de cada composto. Destaca-se a expressiva 

atividade anti-Leishmania dos composto MSE 11, MSE 13 e MSE 19, sendo assim estes os 

escolhidos para o prosseguimento dos ensaios posteriores para investigação das atividades 

propostas neste trabalho. 

 

Tabela 10. Concentração inibitória de 50% do crescimento de formas promastigotas (CI50) de 

Leishmania infantum após 72 h de incubação com os compostos selenoglicolicamidas e fármaco 

de referência 

Compostos Estrutura molecular CI50 (µg/ml) CI50 (µM) 

MSe 10 

 

20.50 ± 1.57 61,7 

MSe 11 

 

1.34 ± 1.41 3,6 

MSe 13 

 

4,83 ± 0.64 12,2 
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MSe 16 

 

57.57 ± 9.98 158,9 

MSe 17 

 

68.96 ±11.73 183,3 

MSe 18 

 

32.51±2.07 79,2 

MSe 19 

 

2.89±1.71 7,0 

MSe 20 

 

34.75 ± 2.10 92,3 

Anfotericina B 

 

1.41 ± 2.96 1,5 

Fonte: Elaboração própria. Os valores representam a média ± erro padrão da média da CI50 calculada ao menos em 

três experimentos independentes. Para este cálculo foi utilizado o modelo de regressão não-linear com o programa 

GraphPad Prism 8.0. 

 

A figura 32 (A a H) representa o efeitos dos compostos selenoglicolicamidas (MSe 10, 

MSe 11, MSe 13, MSe 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e MSe 20) na porcentagem de inibição de 

crescimento sob as formas promastigotas de L. infantum após 72h de tratamento, que 

determinaram os respectivos valores de CI50 na tabela 10. Esses compostos apresentaram uma 

capacidade inibitória de maneira dependente de concentração para as concentrações analisadas, 

respectivamente, quando comparadas ao controle negativo (0% de inibição).  

Destaca-se a atividade anti-Leishmania dos compostos MSe 11, MSe 13 e MSe 19 

representados na figura 32B, 32C e 32G, onde na concentração de 3,12 µg/mL apresentou 

percentagem de inibição de crescimento  82,36 ± 0,65; 63,77 ± 2,05  e 75,82 ± 0,91% 
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(p<0,0001) respectivamente. A MSe 11, MSe 13 e MSe 19 apresentaram como grupos 

substutuintes o butil (-C4H9), isopropil (-C3H7) e metoxila (-OCH3) em R2. Já os compostos 

MSe 17 e MSe 18 possuem o anel metilenodioxi em sua estrutura, e adição do elemento cloro  

em R5 na MSe 18, conferiu CI50 de 32.51±2.07 µg/mL. Na concentração 25 µg/mL 

apresentaram uma porcentagem de inibição de 41,15± 10,26 e 62,55 ± 5,79%, respectivamente 

(Figura 32E e 32F).Quanto a MSe 19 (Figura 32G) e MSe 20 (Figura 32H)  nota-se que ao 

adicionar um grupo cloro em R5, houve um aumento na capacidade de inibição de crescimento, 

o que refletiu no seu valor de CI50 que foi de 2,89 µg/mL (tabela 10). Na concentração de 12,5 

µg/mL a MSe 19 inibiu em 77,08 ± 2,09%; enquanto que a MSe 20 apresentou percentual de 

inibição de 29,30 ± 6,66%.  

Comparando-se o grau de inibição do crescimento de promastigotas, observou-se que 

os compostos de selênio MSe 11, MSe 13 e MSe 19  apresentaram atividade antipromastigota 

em todas as concentrações testadas (1,56 a 12,5 µg/mL), sendo estas, bem inferiores às 

concentrações testadas das demais selenoglicolicamidas (25 a 200 µg/mL). Diante dos 

resultados avaliados, de acordo com atividade anti-promastigota em L. infantum das 

selenoglicolicamidas, foram selecionados os três compostos mais bioativos para os ensaios 

seguintes, em busca de novos compostos promissores para o seguimento do estudo. Estes 

compostos foram as selenoglicolicamidas MSe 11, MSe 13 e MSe 19 com seus CI50 de 1.34 ± 

1.41; 4.83 ± 0.64 e 2.89 ± 1.71 µg/mL, respectivamente. 
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Figura 32. Efeito dos compostos seleniglicolicamidas MSe 10, MSe 11, MSe 13, MSe 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e MSe 20  sobre a inibição 

do crescimento de formas promastigotas de L. infantum após 72 h de tratamento. 

 

Fonte: Elaboração própria. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH 7.0 e 20% de SFB e incubados na presença de diferentes concentrações compostos 

seleniglicolicamidas MSE 10, MSE 11, MSE 13, MSE 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e MSe 20 a 26 ºC. A citotoxicidade dos parasitos foi avaliada pelo método de redução do 

3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium brometo (MTT) após 72 h de tratamento. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes, considerando o controle negativo (CTL-) DMSO 0,5% como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey para 

comparação entre os grupos, sendo *p<0,05; **p<0,01 e ****p<0,0001 em comparação ao controle.
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5.2.2 Avaliação da atividade anti-Leishmania das selenoglicolicamidas sobre 

amastigotas axênicas de Leishmania infantum 

 

Os compostos selenoglicolicamidas MSe 11, MSe 13 e MSe 19 foram selecionados após 

os ensaios da avaliação da atividade anti-Leishmania em promastigotas de acordo com seus  

respectivos CI50, obtendo melhores respostas. Os 3 compostos bioativos foram assim avaliados 

juntamente com o fármaco de referência, a Anfotericina B, quanto a atividade anti-Leishmania 

sobre as formas amastigotas axênicas de Leishmania infantum. A partir dos ensaios in vitro pelo 

método de MTT, como descrito no tópico 4.3, obtemos a concentração citotóxica desses 

compostos, juntamente ao controle positivo para amastigotas axênicas de L. infantum, 

representados na tabela 11.  

 
 

Tabela 11.  Concentração efetiva sobre 50% da população de formas amastigotas axênicas 

(CE50) de Leishmania infantum após 24 h de incubação com os compostos selenoglicolicamidas 

e fármaco de referência 

Compostos Estrutura molecular CE50 (µg/ml) CE50 (µM) 

MSe 11 

 

46,08 ± 1,73 123,1 

MSe 13 

 

14,59 ± 1,44 37,0 

MSe 19 

 

119,20 ± 1,51 290,2 

Anfotericina B 

 

0,32 ±1.29 0,3 

Fonte: Elaboração própria. Os valores representam a média da CE50 calculada ao menos em três experimentos 

independentes. Para este cálculo foi utilizado o modelo de regressão não-linear com o programa GraphPad Prism 

8.0. 
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 Os compostos selenoglicolicamidas obtiveram valores de CE50  de 46.08 ± 1.73; 14.59 

± 1.44 e 119.20 ± 1.51 µg/mL para MSe 11, MSe 13 e MSe 19, e o fármaco de referência (como 

controle positivo), a anfotericina B com valor de CE50  0.32 ±1.29 µg/mL. Observa-se que a 

atividade citotóxica foi menos expressiva em comparação a atividade anti-Leishmania na forma 

promastigota descrita no tópico 5.2 dos compostos testados.  Todavia a selenoglicolicamida 

MSe 13 obteve melhor atividade citotóxica nas formas amastigota axênica de Leishmania 

infantum (tabela 11), com perfil de atividade farmacológica dependente de concentração. Seus 

valores de percentagem de citotoxicidade foram de 20. 18 ± 1.47; 38.31 ± 4.61; 56.18 ± 2.3; 

60.36 ± 3.85 %, para as concentrações testadas 6,25; 12,5; 25 e 50 µg/mL respectivamente. 

 

Figura 33 . Citotoxicidade dos compostos selenoglicolicamidas (MSe 11, MSe 13 e MSe 19) e 

Anfotericina B sob a forma amastigota axênica de L. infantum após 24 h de tratamento. 
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Fonte: Elaboração própria. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH 5.5 e 20% de SFB e incubados 

na presença de diferentes concentrações do composto MSe 11, MSe 13 e MSe 19, juntamente com o controle 

positivo, a anfotericina B, a 37 ºC. A citotoxicidade dos parasitos foi avaliada pelo método de redução do 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium brometo (MTT) após 24 h de tratamento. O gráfico representa a média 

± erro padrão da média de três experimentos independentes.  

 

A Figura 33 representa o gráfico de curva dose-resposta dos compostos 

selenoglicolicamidas testados nas concentrações seriadas de 100 a 0.78 µg/mL e a anfotericina 

B nas concentrações de 10 a 0.078 µg/mL. Nos dados demonstrados temos uma regressão do 

tipo não-linear. A MSe 11, MSe 13 e MSe 19 apresentaram como grupos substutuintes o butil 
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(-C4H9), isopropil (-C3H7) e metoxila (-OCH3) em R2, respectivamente. O composto com o 

grupo isopropil (MSe 13) substituido apresentou melhor resposta na citotoxicidade em 

amastigotas axênicas (CE50= 14.59 ± 1.44 µg/Ml), portanto sendo o mais promissor do grupo 

analisado. 

 

 
 

5.2.3 Avaliação do perfil de morte celular de formas promastigotas e amastigota 

axênica de L. infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13 

 

De modo semelhante, seguindo o tópico 5.5, foi investigado o perfil de morte celular 

das formas promastigota e amastigota axênica de Leishmania infantum tratadas com a 

selenoglicolicamida MSe 13 e controles, utilizando a citometria de fluxo com anexina V-FITC 

e marcação PI para identificar os estágios de morte celular em parasitas expostos a 

selenoglicolicamida MSe 13.  

Primeiramente, o ensaio de morte celular foi realizado para promastigotas de L. 

infantum tratadas com o composto MSe 13 por 24 horas, nas concentrações de 0.5x, 1x, 2x e 

4x CI50. Como controle positivo foi utilizado a anfotericina B nas concentrações 1x e 4x CI50. 

As células em meio de cultura e sem tratamento foram considerados o controle negativo e 

DMSO a 0.5% também foi testado como grupo controle.  

Como resultados, demonstrados em porcentagem de morte celular descritos na tabela 

12, vimos que não houve diferença estatisticamente siginificativa entre células sem tratamento 

e o composto MSe 13 nas concentrações testadas para os parâmetros entre células apoptóticas 

em estado inicial  [anexina V (+)/PI (-)], células apoptóticas em estado tardio [anexina V (+)/ 

PI (+)]. Contudo, a selenoglicolicamida na concentração 4x seu valor de CI50 ocasionou morte 

celular por necrose [anexina V (-)/ PI (+)] em 3.71 ± 0.32 % (p<0.05; tabela 12). O fármaco de 

referência, a anfotericina B, apresentou diferença estatística nas concentrações testadas para os 

parâmetros de morte celular por apoptose tardia e necrose, como já descrito no tópico anterior 

. Não houve diferença estatística significativa também entre o controle sem tratamento e células 

expostas a DMSO 0.5% para nenhum dos parâmetros. 
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Tabela 12. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas promastigotas de 

Leishmania infantum tratados com selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h. 

% Células 

                                       Anexina +/PI- Anexina+/PI+ Anexina-/PI+ 

Controle 0.89 ± 0.15 0.25 ± 0.07 0.71 ± 0.09 

DMSO 0.5% 0.62 ± 0.06 0.60 ± 0.08 0.83 ± 0.01 

MSe 13 0.5x CI50 0.22 ± 0.03 0.28 ± 0.03 1.16 ± 0.43 

MSe 13 1x CI50 0.54 ± 0.05 0.39 ± 0.08 1.02 ± 0.19 

MSe 13 2x CI50 0.73 ± 0.14 1.35 ± 0.06 3.44 ± 0.26 

MSe 13 4x CI50 0.43 ± 0.13 0.11 ± 0.02 3.71 ± 0.32a 

Anfotericina B 1x CI50 0.67 ± 0.27 4.30 ± 0.28d 7.64 ± 1.17d 

Anfotericina B 4x CI50 0.27 ± 0.09  65.83 ± 1.85d 33.10 ± 1.90d 

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em promastigotas  ± S.E.M de três experimentos 

independentes em triplicata. (a) p ≤ 0,05 vs. Controle, (b)p ≤ 0,01 vs. Controle; (c) p ≤ 0,001 vs. Controle;  (d)p ≤ 

0,0001 vs. controle, por análise de variância (ANOVA) com o  pós-teste de Tukey  em comparação com o controle 

negativo ( células sem tratamento). 

 

Posteriormente, foi realizado o ensaio de morte celular para as formas amastigotas 

axênicas de Leishmania infantum, também num período de 24h a 37°C, nas concentrações 0.5x, 

1x, 2x e 4x a partir dos valores de CE50 calculados pelo ensaio de viabilidade celular 

apresentado anteriormente. Foi observado duas subpopulações apresentadas no gráfico FSC-A 

versus SSC-A, e foram classificadas em subpopulações de amastigotas 1 e amastigotas 2 ( figura 

21 e figura 23). 

 

 Partindo da estratégia de análise, após selecionar a subpopulação 1 na relação Anexina 

V-FITC (Isotiocianato de fluoresceína) x Iodeto de Propídio (PI)- PerCP-Cy5, pode-se observar 

o perfil de morte celular da L. infantum tratadas com a selenoglicolicamida MSe 13, 

Anfoteircina B como controle positivo, DMSO 0.5% e célula sem tratamento (controle) 

representados na Figura 34 e Tabela 13. Não houve diferença estatisicamente significativa entre 

células expostas a DMSO 0.5% e controle para todos os parâmetros de análise utilizados, 

mostrando que a maior concentração residente de DMSO nos ensaios não afeta a viabilidade 

celular. No parâmetro de análise que caracteriza apoptose inicial [anexina V (+)/PI (-)], o 

composto MSe 13 induziu morte celular nas concentrações 1x, 2x e 4x seu CE50 nas 

porcentagens de 22.73 ± 1.88; 22.67 ± 1.43 e 23.27 ± 1.59 % (p<0.01) respectivamente.  

A Anfotericina B induziu morte celular na concetração 1x CE50  de 24.25 ± 0.95 %, não 

havendo diferença estatistica entre o mesmo e o composto MSe 13. A selenoglicolicamida MSe 
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13 também apresentou resultados significativos que caracterizam células apoptóticas em estado 

tardio [anexina V (+)/ PI (+)] em todas as concentrações testadas nas porcentagens de 18.63 ± 

0.44; 22.30 ± 1.00; 30.40 ± 0.36 e 34.83 ± 0.83% para 0.5; 1 2 e 4x CE50 respectivamente. O 

composto MSe induziu grau de necrose [anexina V (-)/ PI (+)]  em amastigotas axênicas na 

concentração de 4x CE50 em 14.20 ± 1.10 % (p<0.01). Não houve diferença sigificativa entre a 

Anfotericina 1x CE50 e Mse 13 1x; e entre Anforericina 4x versus MSe 2x; e Anforericina 4x 

versus MSe 4x, destacando assim o potencial efeito apoptótico do derivado seleno MSe 13. 

 

 

Figura 34. Perfil de morte celular de formas amastigotas (sub-população 1) de Leishmania 

infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B 

 
 
Fonte: Elaboração própria. Formas amastigotas de Leishmania infantum foram incubadas a 37 ºC por 24 h na 

presença da selenoglicolicamida MSE 13 e o fármaco de referência anfotericina B, nas concentrações de 0.5x,1x, 

2x e 4x a CE50. As células foram marcadas com Anexina V e Iodeto de Propídio e analisadas por citometria de 

fluxo. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes. (CTL- ) representa 

controle de células sem tratamento. (ANF) representa Anfotericina B. Foi realizado One-way ANOVA seguido 

pelo pós-teste de Tukey para comparação entre os grupos, sendo .(a) p ≤ 0,05 vs. Controle (CTL-), (b)p ≤ 0,01 vs. 

Controle; (c) p ≤ 0,001 vs. Controle;  (d)p ≤ 0,0001 vs. controle.  

 

 

 

 

 

 

 



102 
 

Tabela 13. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas amastigota axênica 

de Leishmania infantum tratados com a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h 

para subpopulação 1. 

    % Células (sub-população amastigota 1) 

                                       Anexina +/ PI -                                 Anexina +/PI+ Anexina-/PI+ 

Célula 12.45 ± 2.70 7.06 ± 0.81 5.24 ± 0.39 

DMSO 0.5% 15.90 ± 2.10 6.08 ± 1.06 3.99 ± 0.48 

MSe 13 0.5x CE50 20.20 ± 1.56 18.63 ± 0.44c 9.92 ± 2.25 

MSe 13 1x CE50 22.73 ± 1.88b 22.30 ± 1.00d 9.03 ± 0.83  

MSe 13 2x CE50 22.67 ± 1.43b 30.40 ± 0.36d 12.17 ± 1.29 

MSe 13 4x CE50 23.27 ± 1.59b 34.83 ± 0.83d 14.20 ± 1.10b 

Anfotericina B 1x CE50 24.25 ± 0.95b 15.85 ± 1.25a 9.32 ± 1.76 

Anfotericina B 4x CE50 7.21 ± 1.07 38.75 ± 1.85d 35.53 ± 1.10d 

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em amastigotas-subpopulação 2 ± S.E.M em 

triplicata. (a) p ≤ 0,05 vs. controle, (b) p ≤ 0,01 vs. controle; (c) p ≤ 0,001 vs. controle;  (d) p ≤ 0,0001 vs. controle, 

por análise de variância (ANOVA) com o  pós-teste de Tukey  em comparação com o controle negativo ( células 

sem tratamento). 
 

 Partindo da estratégia de análise descritas na Figura 23, como resultados, descritos na 

tabela 14, pode-se observar morte celular induzida por apoptose bastante expressiva em todas 

as concentrações testadas do composto MSe 13, caracterizado por dupla marcação [Anexina 

(+)/ PI (+)], também podendo ser visualizado na Figura 35. Para o parâmetro de apoptose tardia, 

em 0.5x; 1x; 2x e 4x o valor de CE50 temos um percentual de 51.70 ± 0.35; 80.40 ± 2.16; 98.30 

± 0.28 e 98.23 ± 0.33 % (p<0.0001), respectivamente. Além disto, a selenoglicolicamida MSe 

13 apresentou um índice morte celular maior que o fármaco de referência (Anfotericina B), o 

controle positivo, no seus valores de CE50 (1x), com p< 0.001 de significancia. Em 1x, a 

Anfotericina B induziu morte por apoptose em 57.50 ± 1.72 % e em 1x seu CE50 a MSe 

apresentou morte celular por apoptose tardia de 80.40 ± 2.16%,destacando assim o potencial 

bioinovador desse composto apresentado neste trabalho. 
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Figura 35. Perfil de morte celular de formas amastigotas (sub-população 2) de Leishmania 

infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B 

 

 
Fonte: Elaboração própria. Formas amastigotas de Leishmania infantum foram incubadas a 37 ºC por 24 h na 

presença da selenoglicolicamida MSe 13 e o fármaco de referência anfotericina B, nas concentrações de 0.5x,1x, 

2x e 4x a CE50. As células foram marcadas com Anexina V e Iodeto de Propídio e analisadas por citometria de 

fluxo. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes. . (CTL- ) 

representa controle de células sem tratamento. (ANF) representa Anfotericina B Foi realizado One-way ANOVA 

seguido pelo pós-teste de Tukey para comparação entre os grupos, sendo (a) p ≤ 0,05 vs. Controle (CTL-), (b)p ≤ 

0,01 vs. Controle; (c) p ≤ 0,001 vs. Controle;  (d)p ≤ 0,0001 vs. controle, em comparação com o controle negativo 

( células sem tratamento); ### p<0,001 (MSe 1x em comparação a anfotericina 1x CE50); ***p< 0.0001 vs. DMSO 

0.5%. ANF (anfotericina B). 

 

Tabela 14. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas amastigota axênica 

de Leishmania infantum tratados com a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h 

para subpopulação 2. 

    % Células (sub-população amastigota 2) 

                                       Anexina +/ PI -                                 Anexina +/PI+ Anexina-/PI+ 

Célula 1.99 ± 0.29 12.63 ± 0.68 11.57 ± 0.33 

DMSO 0.5% 5.86 ± 0.59 24.25 ± 5.55 d 10.75 ± 0.43 

MSe 13 0.5x CE50 6.96 ± 0.62 51.70 ± 0.35d 7.61 ± 0.72 

MSe 13 1x CE50 4.27 ± 0.44 80.40 ± 2.16d, # 9.09  ± 0.79  

MSe 13 2x CE50 0.72 ± 0.14 98.30 ± 0.28d 0.70 ± 0.18d  

MSe 13 4x CE50 0.68 ± 0.12 98.23 ± 0.33d 0.18 ± 0.07d 

Anfiotericina B 1x CE50 4.73 ± 0.97 57.50 ± 1.72d 11.52 ± 1.89 
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Anfotericina B 4x CE50 0.60 ± 0.42 97.87 ± 1.01d 0.96 ± 0.33d 

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em amastigotas-subpopulação 2 ± S.E.M em 

triplicata. (a) p ≤ 0,05 vs. controle, (b) p ≤ 0,01 vs. controle; (c) p ≤ 0,001 vs. controle;  (d) p ≤ 0,0001 vs. controle, 

por análise de variância (ANOVA) com o  pós-teste de Tukey  em comparação com o controle negativo ( células 

sem tratamento). # p<0,001 (MSe 1x em comparação a anfotericina 1x CE50); 

 

 

5.2.5 Avaliação da citotoxicidade dos compostos seleoglicolicamidas em células 

de mamíferos e índice de seletividade 

 

5.2.5.1 Citotoxicidade em eritrócitos humanos  

 

A citotoxicidade frente a eritrócitos humanos dos compostos selenoglicolicamidas (MSe 

11, MSe 13 e MSe 19) mais promissores para atividade anti-Leishmania foi avaliada in vitro e 

os resultados estão descritos na Tabela 15. Os compostos avaliados não alteraram de forma 

significativa a viabilidade dessas células em nenhuma das concentrações testadas, tendo uma 

CH50 > 400 µg/mL, com o controle sendo considerado com 100% de viabilidade celular. O 

fármaco de referência avaliado, anfotericina B, apresentou atividade hemolítica com uma CH50 

de 6.52 ± 2.09 µg/mL ocorrendo assim uma diminuição na viabilidade dos eritrócitos pelo 

índice de toxicidade desses compostos (Tabela 15). 

Diante desses resultados, podemos calcular o índice de seletividade desses compostos, 

que indicará o quanto essas moléculas são mais tóxicas para as formas promastigota do parasito 

do que para eritrócitos humanos. Como nenhum dos compostos avaliados apresentou toxicidade 

até a maior concentração testada (400 µg/mL), portanto não foi possível calcular precisamente 

o índice de seletividade baseado na razão CH50/CI50 e CH50/CE50. Contudo certamente esses 

compostos teste possuem maior seletividade ao parasito, por exemplo, comparando com o 

fármaco de referência, a anfotericina B, que apresentou alta toxicidade demonstrada em sua 

atividade hemolítica, cujo índice de seletividade foi de 4,62. Os compostos 

selenoglicolicamidas apresentaram um IS de >82,21 a >298,50 para promastigotas e de >3,35 

a >8,54 para amastigotas. Sendo assim mais seletivos a sua ação anti-Leishmania e com 

ausencia de toxicidade a hemácias na maior concentração testada. Dentre estes compostos, a 

MSe 13 apresentou melhores índices de seletividade. 
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Tabela 15. Citotoxicidade em células humanas e índice de seletividade dos derivados de selênio 

e anfotericina B 

 Eritrócitos Promastigotas Amastigotas  

Compostos CH50 CI50 ISe CE50 ISe 

MSe 11 >400 1,34 ± 1,46 >298,50 46,08 ± 1,73 >8.54 

MSe 13 >400 4,83 ± 2,18 >82,81 14,59 ± 1,44 >27.22 

MSe 19 >400 2,86 ± 1,71 >139,86 119,20 ± 1,51 >3,35 

Anfotericina B 6.52 ± 2.09 1,41 ± 0,23 4,62 0,32 ±1.29 20.37 

Fonte: dados próprios. Valores em µg/mL. ISe (índice de seletividade com eritrócitos) .Os valores representam a 

média calculada em ao menos três experimentos independentes em triplicata ± erro padrão da média. Para este 

cálculo foi utilizado o programa GraphPad Prisma 8.0.  

 

 

 

5.2.5.2 Avaliação da citotoxicidade em células mononucleares do sistema 

periférico expostas a selenoglicolicamida MSe 13 

 

Para análise da citotoxicidade em células mononucleares do sistema periférico (PBMC) 

frente ao composto mais promissor do grupo das selenoglicolicamidas, a MSe 13, foi avaliado 

o ensaio de morte celular por citometria de fluxo com os marcadores anexina V-FITC e iodedo 

de proídio (PI- PerCP-Cy5). Após a extração do PBMC descrita no tópico 4.12 as células foram 

tratadas em meio RMPI-1640 com o composto MSe13 nas concentrações de: 1; 10; 20; 50 e 

100 μg/mL. Além disso, as PBMCs foram tratadas com o fármaco de referência Anfotericina 

B nas mesmas concentrações (1; 10; 20; 50 e 100 μg/mL); juntamente com o controle de veículo 

(DMSO 0.5%) e o controle negativo, células sem tratamento. 

Pode-se observar que as células sem tratamento apresentaram um índice de apoptose 

inicial de 10.76 ± 0.81%, apoptose tardia de 1.30 ± 0.12% e necrose de 0.16 ± 0.02%, descritos 

na tabela 15. Não houve diferença estatisticamente significativa entre o controle sem tratamento 

e o controle de veículo (DMSO 0.5%) nos parâmetros analisados. Após o tratamento no tempo 

de 24h com a selenoglicolicamida MSe13 não houve um aumento significativo na porcentagem 

de morte celular no parâmetro de apoptose inicial (Anexina+/PI-) nas concentrações testadas. 
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Em 100 μg/mL houve um percentual de 0.77 ± 0.1% (p<0.05). Já após o tratamento com a 

anfotericina B, na concentração de 50 μg/mL houve um percentual de morte de 33.10 ± 5.28 % 

(p<0.0001). Em 100 μg/mL o percentual por apoptose inicial foi de 0.13± 0.04% (p<0.05).  

  

 

Figura 36. Índice de morte celular de células mononucleares do sistema periférico expostas a 

MSe 13 e anforeticina B 

 

Fonte: Elaboração própria. Células mononucleares de doadores saudáveis (n=3) foram incubadas a 37 ºC por 24 h 

na presença da selenoglicolicamida MSe 13 e o fármaco de referência anfotericina B, nas concentrações de 1; 10; 

20; 50 e 100 µg/mL. As células foram marcadas com Anexina V e Iodeto de Propídio e analisadas por citometria 

de fluxo. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes. O controle 

representa células sem tratamento. (ANF.B) representa Anfotericina B. Foi realizado One-way ANOVA seguido 

pelo pós-teste de Tukey para comparação entre os grupos, sendo (a) p ≤ 0,05 vs. Controle, (b)p ≤ 0,01 vs. Controle; 

(c) p ≤ 0,001 vs. Controle;  (d)p ≤ 0,0001 vs. Controle. 

 

 

 No parâmetro de apoptose tardia, a selenoglicolicamida MSe 13 não indiziu morte 

celular significativa nas concentrações de 1, 10 e 20 µg/mL testadas num tempo de 24h. Porém 

a Mse 13 obteve um grau de toxicidade em PMBCs significativo nas doses de 50 e 100 µg/mL 

testadas, nos valores de 15.65 ± 3.35 e 98.43 ± 0.22 % (p<0.0001). Já a anfotericina B indiziu 

morte celular por apoptose tardia de 7.90 ± 0.84% (p<0.05) e 96.80 ± 0.32% (p<0.0001), nas 

doses de 50 e 100 µg/mL testadas. Não houve diferença estatística entre a MSe 13 e a 

Anfotericina B em 1, 10, 20 e 100 µg/mL. 
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Tabela 16. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose PBMC tratados com a 

selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B. 

    % Células (PBMC) 

                                              Anexina +/ PI -                                 Anexina +/PI+ Anexina-/PI+ 

Células 10.76 ± 0.81 1.30 ± 0.12 0.16 ± 0.02 

DMSO 0.5% 12.13±0.64 1.41 ± 0.12 0.21 ± 0.04 

MSe13 1µg/mL 11.77 ± 0.67 1.19  ± 0.17 0.17 ± 0.01 

MSe13 10 µg/mL 10.87 ± 1.73 1.56 ± 0.51 0.41 ± 0.11 

MSe13 20 µg/mL 13.27 ± 1.39 4.49 ± 1.82 1.28 ±0.17c 

MSe13 50 µg/mL 14.23 ± 2.65 15.65 ± 3.35d,# 0.97 ±0.15a 

MSe13 100µg/mL 0.77 ± 0.14a 98.43 ± 0.22d 0.43 ±0.02 

Anfotericina B 1 µg/mL 14.53 ± 0.94 2.46  ± 0.36 0.16 ± 0.02 

Anfotericina B 10 µg/mL 15.13 ± 0.83 2.41 ± 0.43 0.44 ± 0.07 

Anfotericina B 20 µg/mL 16.60 ± 0.66       2.15 ± 0.44 0.30 ± 0.08 

Anfotericina B 50 µg/mL 33.10 ± 5.28d 7.90 ± 0.84a 0.44 ± 0.12 

AnfotericinaB 100 µg/mL 0.13± 0.04a 96.80 ± 0.32d 3.04 ± 0.37d 

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em PBMC ± S.E.M. (n=3). (a) p ≤ 0,05 vs. controle, 

(b) p ≤ 0,01 vs. controle; (c) p ≤ 0,001 vs. controle;  (d) p ≤ 0,0001 vs. Controle; (#) p ≤ 0,01 MSe13 vs. Anfotericina 

B em 50 µg/mL.;  por análise de variância (ANOVA) com o  pós-teste de Tukey  em comparação com o controle 

negativo ( células sem tratamento).  
 

 

 

5.3 RESULTADOS: DERIVADOS ACRIDÍNICOS 

 

O estudo da atividade dos compostos spiro-acridínicos foram inicados por Almeida, F.S 

(2018) no Laboratório de Imunologia das Doenças Infecciosas, onde buscou-se investigar a 

atividade anti-Leishmania de derivados spiro-acridínicos sob formas promastigotas e 

amastigota de L.(L) infantum. Todos os derivados acridínicos apresentaram potencial atividade 

de inibição de crescimento em promastigotas, apresentando diferentes valores de CI50, que 

variaram entre 1,10 e 6,06 µg/ml, com exceção da AMTAC 09 (R1= -OCH3; R4= Br) que não 

obteve atividade inibitória até a maior concentração testada (Tabela 17).  
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Tabela 17. Concentração inibitória de 50% do crescimento (CI50) dos derivados spiro-

acridínicos frente as formas promastigotas de L.infantum. 

Compostos CI50 µg/mL CI50 µM 

AMTAC 01 2,03 ± 0,06 5,4 

AMTAC 06 5,68 ± 0,56 13,8 

AMTAC 07 4,10 ± 0,87 10,4 

AMTAC 08 3,89 ± 0,79 8,7 

AMTAC 09 >400  >400 

AMTAC 10 2,63 ± 0,20 5,9 

AMTAC 11 1,10 ± 0,42 2,6 

AMTAC 13 3,77 ± 0,38 9,0 

AMTAC 14 5,33 ± 1,47 12,7 

AMTAC 16 6,05 ± 1,40 13,9 

Fonte:ALMEIDA, F.S. (2021). Legenda: A tabela representa à média ± erro padrão da média de no mínimo três 

experimentos independentes realizados em triplicata. Utilizou-se regressão não-linear com intervalo de confiança 

de 95%. 

 

 Os compostos que apresentaram maior potencial de inibição de crescimento foram as 

AMTAC 01 e AMTAC 11 . O primeiro, tido como estrutura base para o desenvolvimento dos 

variados spiro-acridínicos, com diferentes substituintes em diferentes posições no anel 

benzilideno, apresentou uma ótima inibição do crescimento em promastigota (2,03 ± 0,06 

µg/mL), já a AMTAC 11 apresenta como grupo substituinte R3, o 4-dimetilamida, com CI50 

de 1,10 ± 0,42µg/mL.  

A substituição de um elemento cloro em posição para (AMTAC 06) pelo também 

halogênio Flúor (AMTAC 07), promoveu uma diminuição do CI50 de 5,681 ± 0,56 para 4,109 

± 0,87 μg / Ml, respectivamente. O AMTAC 06 (R1= Cl) apresentou CI50 de 5,68 ± 0,56 µg/ml, 

porém quando temos a adição de um segundo átomo de cloro, em posição orto (R1= Cl; R3= 

Cl) levando ao composto di-substituído, o AMTAC 08, o seu CI50 (3,89 µg/ml ± 0,79) foi 

reduzindo, sendo considerado, portanto mais ativo. Já para o composto AMTAC 10 (R1= Cl; 

R5= Cl), observa-se uma potencialização da atividade anti-Leishmania, sendo um dos 

compostos mais ativos (CI50= 2,63 ± 0,20 µg/mL). Os compostos com grupo nitro como 

substituinte, AMTAC 13 (R1= Cl) e AMTAC14 (R3= Cl) também apresentaram toxicidade as 

formas promastigotas de L.infantum com valores de CI50 de 3,77 ± 0,38µg/mL e 5,33 ± 
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1,47µg/mL respectivamente. 

Após isso, foi realizado o ensaio de citotoxicidade em hemácias com esses compostos 

espiro-acridínicos. A avaliação da citotoxicidade na atividade hemolítica dos compostos em 

estudo mostrou que nenhum dos derivados da espiro-acridina apresentou citotoxicidade para 

eritrócitos humanos até a maior concentração estudada (CH50> 400 µg/mL), o que permite 

afirmar que esses compostos têm uma toxicidade de glóbulos vermelhos in vitro muito baixa. 

A anfotericina B, como medicamento de referência, apresentou CH50 de 10,72 ± 0,7 μg/mL. 

Na Tabela 18, podem ser observados os valores calculados da concentração efetiva dos 

compostos estudados, obtidos a partir de 3 experimentos independentes realizados em triplicata, 

juntamente com o medicamento de referência, Anfotericina B (1,59±0,26 μg/mL). AMTAC 11 

apresentou EC50 significativamente menor de 0,97 ± 0,2 μg/mL em relação ao medicamento de 

referência. 

Posteriormente, os compostos com maiores índices de inibição de crescimento em 

promastigotas, o AMTAC 01 e AMTAC 11 seguiram os estudos com a  avaliação em 

amastigotas axênicas de L.infantum que mostrou que os efeitos estéricos e eletrônicos do grupo 

dimetilamina contribuem mais para a atividade anti-Leishmania. (Tabela 18) AMTAC 11 

apresentou EC50 significativamente menor de 0,97 ± 0,2 μg/mL. 

 

Tabela 18. Atividade anti-Leishmania, efeitos citotóxicos contra células PBMC e o índice 

de seletividade para AMTAC 01, AMTAC 11 e anfotericina B 

Compostos CE50 (µg/mL) CC50 (µg/mL) IS 

AMTAC 01 4.96 ± 0.6 44.16 8.90 

AMTAC 11 0.97 ± 0.2 >100 >102.67 

Anfotericina B 1.59 ± 0.26 7.63 ± 1.88 4.78 

Fonte: ALMEIDA et al., 2021. ISc (índice de seletividade em PBMC) = CC50/EC50.  

 

O composto AMTAC 01 apresentou citotoxicidade sob formas amastigotas de L. 

infantum, cujas concentrações de 0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 µg/mL, apresentaram uma taxa 

de inibição de viabilidade celular de 21,7 ± 1,9; 40,0 ± 1,6; 54,02 ± 4,5; 66,11 ± 0,72 e 66,17 

± 0,68 %, respectivamente, quando comparados ao controle. Enquanto que o AMTAC 11 

apresentou uma taxa de inibição de 33,2 ± 2,4; 53,6 ± 0,64; 63,56 ± 0,37; 69,72 ± 0,27 e 69,85 

± 0,2 %. Também quando comparado ao controle. 
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Figura 37. Inibição da viabilidade celular de formas amastigotas axênicas de L. 

infantum por AMTAC 01 e AMTAC 11. 

 

Fonte: (ALMEIDA et al., 2021). O gráfico representa à média ± erro padrão da média de no mínimo três 

experimentos independentes realizados em triplicata. **** P ≤ 0,0001 Significância em relação ao controle. 

 

 Após a realização destes ensaios antileishmania (ALMEIDA, 2018), foi investigado a 

citotoxicidade em PBMC’s com os compostos mais promissores, o AMTAC 01 e AMTAC 11, 

pois apresentaram melhores atividades contra L. infantum em suas formas promastigota e 

amastigota no Laboratório de Imunologia das Doenças Infecciosas. Esses compostos foram 

testados em diferentes concentrações (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 e 0,78 µg/mL). O 

AMTAC 01 apresentou toxicidade de 44,16 µg/mL com IS de 8,9, contudo a espiro-acridina 

AMTAC 11 não apresentou toxicidade na maior concentração testada (100μg/mL) (Tabela 18; 

Figura 38) consequentemente apresentando um alto índice de seletividade para as células do 

parasita. Além disso, a Anfotericina B apresentou alta toxicidade, com CC50 em 7,634 ± 1,88 

μg/mL, e 4,78 para o índice de seletividade. 
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Figura 38. Viabilidade das células mononucleares do sistema periférico de doadores 

saudáveis (PBMC) tratadas com os compostos AMTAC 01 e AMTAC 11. 
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Fonte: ALMEIDA et al., 2021. O gráfico representa à média ± erro padrão da média de no mínimo três 

experimentos independentes realizados em triplicata. ** P ≤ 0,01 **** P ≤ 0,0001 de Significância em relação ao 

controle. 

 

A alta seletividade apresentada pelo AMTAC 11 também indica mecanismos seletivos 

ao parasita. Os parâmetros de toxicidade avaliados por PBMC e eritrócitos também indicaram 

maior segurança farmacológica quando comparados ao fármaco padrão. Por fim, esse trabalho 

gerou um depósito de patente (Apêndice D) e publicação científica na revista na revista 

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (Fator de impacto: 2.823; Qualis – A2; Apêndice 

B) (ALMEIDA el al., 2021). 
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6. DISCUSSÃO  

 
 

A leishmaniose visceral é um problema de saúde pública, também uma das doenças 

tropicais negligenciadas mais importantes, onde mesmo com o passar dos anos, a terapêutica 

segue restrita a poucos medicamentos que possuem graves efeitos colaterais, além do 

surgimento de cepas resistentes e a coinfeção com HIV (ROATT et al., 2020). A falta de uma 

vacina juntamente com a falta de medicamentos acessíveis, seguros e eficazes para a 

leishmaniose, faz-se necessário a busca por novos agentes anti-Leishmania (ANDREWS; 

FISHER; SKINNER-ADAMS, 2014). Nesse contexto, os compostos estudados nesse trabalho, 

tornam-se candidatos promissores a novos fármacos para o tratamento da leishmaniose. 

Quanto aos estudos sobre a atividade anti-Leishmania de derivados de guanidina têm-

se obtido resultados positivos (BERLINCK et al., 2017; KIM; SEMENYA; CASTAGNOLO, 

2021). Os derivados de guanidina possuem a mesma estrutura molecular, porém com grupos 

substituintes diferentes na posição para, sendo o bromo, t-butil e iodo para LQOFG-2, LQOFG-

6 e LQOFG-7 , respectivamente.  Na atividade antipromastigota, o composto contendo a fração 

bromo como grupo de substituição exibiu a maior capacidade citotóxica, reduzindo a 

viabilidade celular de promastigotas de L.infantum avaliado pelo ensaio de MTT, corroborando 

com um estudo anterior dos mesmos compostos e sua atividade citotóxica para Leishmania 

amazonensis  (DO ESPÍRITO SANTO et al., 2019) 

Os derivados de guanidina com o grupo halogênio, LQOFG-2 (-Br) e LQOFG-7 (-I) 

obtiveram melhor perfil de atividade anti-promastigota (dados CI50-tabela 4). O resultado 

sugere que o substituinte (-Br) pode contribuir para a atividade.  

O diagrama de Craig analisa a correlação dos efeitos eletrônicos (σ) e a lipoficilidade 

(π) dos grupos substituintes em aneis aromáticos (GIRAUD et al., 2009). Os halogênios 

apresentam efeitos eletrônicos e lipofílicos positivos, e o grupo t-butil efeitos lipofílicos 

positivos. Nesse caso, para os compostos guanidínicos a lipofilicidade parece contribuir na 

atividade. 

Quanto a atividade anti-promastigota das selenoglicolicamidas, os compostos mais 

ativos MSe 11, MSe 13 e MSe 19 apresentaram como grupos substutuintes o butil (-C4H9), 

isopropil (-C3H7) e metoxila (-OCH3) em R2, respectivamente (tabela 10). A adição desses 

grupos potencializou a atividade e nota-se que a substuição em para favoreceu a atividade anti-

Leishmania, quando observamos os valores de CI50 em comparação aos demais compostos 

seleoglicolicamidas. Ademais, quando comparamos os compostos MSe 19 (C18H18ClNO3Se) e 
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MSe 20 (C18H19NO3Se), observamos que adição do grupo cloro (-Cl) em R5, potencializou a 

atividade partindo dos valores de CI50 de 2.89 µg/mL para MSe 19, e 34.75 µg/mL para a MSe 

20. Portanto, os efeitos eletrônicos e lipofílicos positivos desses substituintes contribuiram para 

um perfil potencial na resposta da atividade anti-promastigota em L. infantum. 

Já na atividade anti-amastigota, os compostos selenoglicolicamidas obtiveram uma 

resposta diferente em relação a sua atividade para as formas promastigotas. Os compostos mais 

ativos, MSe 11, MSe 13 e MSe 19, foram selecionados para analisar a atividade anti-Leishmania 

descritos na Tabela 11, contudo sendo menos ativos em relação aos valores de CI50. Todavia 

destaca-se o composto MSe 13 (CE50 = 14,59 ± 1,44 µg/mL) que obteve o melhor perfil como 

composto bioativo anti-Leishmania. Neste caso, o grupo substituinte isopropil (-C3H7) 

contribuiu para o aumento da atividade citotóxica em amastigotas de Leishmania infantum. 

A atividade anti-promastigota das selenoglicolicamidas já foi relatada na literatura por  

De Sousa Luis e colaboratores (2019). Com estruturas moleculares bem semelhantes, possuindo 

o anel base das selenoglicolicamidas. Os compostos apresentaram resultados promissores para 

as espécies L. amazonensis e L. donovani, que causam a LC e LV, respectivamente. Nesse 

estudo, os compostos mais ativos têm como grupo  substituintes os halogênios (cloro e bromo),  

metoxila e isoproprílico em suas estruturas corroborando com os resultados apresentados nesse 

estudo.  

Os compostos de guanidina e selenoglicolicamidas estudados não apresentam 

toxicidade às hemácias, sendo um sinal positivo para a continuação de novos estudos, como 

potenciais candidatos a fármacos. A anfotericina B mostrou citotoxicidade em glóbulos 

vermelhos de doadores humanos saudáveis a 6,52 ± 2,09 µg/mL. Este fármaco é utilizado no 

tratamento da leishmaniose e apresenta limitações como nefrotoxicidade além de outros efeitos 

adversos, sendo necessário o estudo de novas drogas contra a leishmaniose (BRAJTBURG et 

al., 1985; JAIN; JAIN, 2018). 

Os derivados de guanidina são citotóxicos para a forma amastigota de L. infantum, 

porém em menor proporção em relação à forma promastigota. O derivado LQOFG-7 apresentou 

melhor perfil em termos de atividade citotóxica em valores micromolares (18,6 µM). Mesmo 

assim, os valores de atividade dos três compostos foram semelhantes. Seus grupos substituintes, 

substituintes halogênios e o grupo t-butil, parecem favorecer a atividade citotóxica com efeitos 

lipofílicos positivos. 

Diferentes resultados de toxicidade são possíveis nas diferentes formas de vida do 

protozoário, onde pode haver aumento, diminuição ou até perda da atividade tóxica. Martins e 

colaboradores (2016) por exemplo, realizaram um estudo sobre a atividade antiparasitária in 
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vitro contra Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi de análogos sintéticos de alcalóides 

guanidina de uma esponja marinha e relataram que alguns compostos obtiveram maior índice 

de seletividade para o amastigota formas de L. infantum. 

Fernández e colaboradores (2021) em um estudo sobre a atividade anti-Leishmania de 

compostos glicolipídicos, observou-se que os selenoglicolipídeos (ou seja, os que apresentaram 

o Se em sua estrutura), demostraram um efeito antiproliferativo para amastigotas intracelulares. 

A incorporação do Se (ou seja, metilseleno, selenocianato e disseleneto) em estruturas de 

compostos orgânicos pode ser considerado um planejamento para se obter compostos 

citotóxicos potentes e seletivos (BAQUEDANO et al., 2016). 

Há evidências de que o selênio pode melhorar a defesa do hospedeiro contra agentes 

infecciosos. A defesa imunológica do hospedeiro protege o corpo da invasão de vários 

patógenos. O selênio tem muito potencial para influenciar o sistema imunológico, a exemplod 

a enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx), que provavelmente protege os neutrófilos 

dos ROS produzidos para eliminar organismos estranhos ingeridos. A GPx é uma enzima 

dependente de selênio, que protege as membranas celulares e organelas com características 

lipídicas de danos peroxidativos, e trabalha em conjunto com a vitamina E para manter a 

integridade das membranas celulares (MUGESH; DU MONT; SIES, 2001). 

Os derivados de guanidina investigados no presente estudo apresentaram baixa 

toxicidade para PBMC, com altos índices de seletividade para os compostos LQOFG-6 e 

LQOFG-7. A anfotericina B apresentou maior citotoxicidade para PBMC, mas apresentou 

maior índice de seletividade devido ao seu baixo valor de CE50. No entanto, de acordo com 

André e colaboradores (2020), em seu estudo sobre o impacto de fármacos utilizados para o 

tratamento da leishmaniose nas células humanas primárias em relação à função imune, 

observou-se que na concentração de 20 μM de Anfotericina B, houve indução de morte celular 

por exposição fosfatidilserina e despolarização da membrana mitocondrial. 

É importante compreendermos que grandes mudanças na membrana plasmática 

ocorrem durante os processos de morte celular. A externalização da fosfatidilserina , (PS) é uma 

das principais alterações na membrana plasmática durante a morte celular por apoptose. A 

externalização de PS é verificada no ensaio de anexina V/iodeto de propídio (PI) (DA 

CÂMARA ROCHA et al., 2019; DEBRABANT et al., 2004; KARAMPETSOU et al., 2021). 

A PS localiza-se predominantemente na camada interna da membrana plasmática e, durante o 

início da apoptose, é translocada para a camada extracelular, a partir da qual as células 

identificam a PS como alvo da fagocitose. Na apoptose inicial, a membrana plasmática não 

pode ser marcada com PI, de modo que a coloração com anexina V serve como um marcador 
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precoce de apoptose. No estágio tardio da apoptose, a membrana perde sua integridade e as 

células apoptóticas tardias ou apoptóticas secundárias tornam-se positivas tanto para anexina V 

quanto para PI. Consequentemente, a ausência de coloração com PI sinaliza a integridade da 

membrana enquanto as células necróticas são permeáveis ao PI, embora permaneçam negativas 

para a anexina V (BRAJTBURG; BOLARD, 1996; MENNA-BARRETO, 2019). 

Quanto a investigação do mecanismo de morte celular induzida pelos compostos 

derivados de guanidina e seleoglicolicamida, os resultados mostraram que não houve diferença 

significativa para os derivados de guanidina no ensaio de morte celular em promastigotas. O 

composto MSe 13 apresentou ainda um discreto aumento na porcentagem de morte celular por 

necrose em 3.71 ± 0.32% que foi significativo em relação ao controle (p<0.05). A anfotericina 

B, como esperado devido o seu mecanismo de ação, apresentou perfil de apoptose (EL-HANI 

et al., 2012; JIMÉNEZ-RUIZ et al., 2010). No entanto, vale ressaltar que o tratamento com 

compostos de guanidina, em particular LQOFG-2 e LQOFG-7, de amastigotas axênicas de L. 

infantum mostrou um aumento gradual nas células apoptóticas tardias, indicando que ao 

aumentar a concentração do fármaco, os parasitas sofrem apoptose em maior proporção (Tabela 

9). 

A anfotericina B apresenta grau de necrose significativa em todos os ensaios, vale 

ressaltar que o principal sítio de ação da anfotericina B são os esteróis de membrana, que 

resultam na perda da barreira de permeabilidade das células (MENDONÇA et al., 2019; 

SHADAB et al., 2017). O tratamento com DMSO a 0,5% não foi siginificativo em relação ao 

controle, portanto a morte de amastigotas de L. infantum induzida pelos compostos de guanidina 

e selenoglicolicamida caracteriza apoptose. Não há estudos sobre o mecanismo de morte celular 

por apoptose em derivados de guanidina. No entanto, Martins e colaboradores (2016) em seu 

estudo da atividade anti-Leishmania de análogos de guanidina, relataram a indução de 

despolarização do potencial de membrana mitocondrial, aumento dos níveis de espécies reativas 

de oxigênio e aumento da permeabilidade da membrana plasmática em parasitas de Leishmania. 

A exposição de PS caracteriza melhor o processo de morte celular apoptótica. No 

entanto, há mimetismo apoptótico em Leishmania spp. de especial interesse para o estudo dos 

mecanismos de morte celular em organismos patogênicos. A PS exposto desempenha um papel 

nas fases de reconhecimento celular e do processo de fagocitose. Em amastigotas, o mimetismo 

apoptótico tem sido descrito como a capacidade de expor PS sem haver morte celular. In vivo, 

as formas amastigotas expressam PS como um sinal para o processo de fagocitose e, portanto, 

são reconhecidos e fagocitados. Assim, acredita-se que a inibição da resposta pró-inflamatória 

do macrófago hospedeiro e a indução de citocinas anti-inflamatórias permitem a proliferação 
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do parasita e a progressão da doença (ANDRÉ et al., 2020; BASMACIYAN; CASANOVA, 

2019; BRAJTBURG; BOLARD, 1996). Porém, em nosso modelo in vitro, os ensaios foram 

realizados em culturas puras mantidas sob composição do meio e temperatura controlados, 

portanto o resultado apresentado é favorável ao mecanismo de indução de morte celular por 

apoptose no tratamento tipo amastigota com compostos de guanidina. 

No ensaio de morte celular em amastigotas tratadas com a selenoglicolicamida MSe 13, 

observa-se um potencial efeito de apoptose em todas as concentrações testadas, onde destaca-

se que não houve diferença siginificativa entre a porcentagem desse composto e o fármaco de 

referência, no valor de seus respetivos valores de CE50 para o grupo  da subpopulação 1 de 

amastigotas de L. infantum. Ademais, a MSe 13 obteve um percentual de morte celular mais 

significativo que a Anfotericina B na concentração 1x CE50. Esse trabalho é inédito na 

descoberta do mecanismo de ação desses candidatos a fármacos para o tratamento das 

leishmanioses e não há estudos relatados acerca do mecanismo de morte celular em protozoários 

do gênero Leishmania. Porém há na literatura relação entre a indução de morte celular, que 

podem estar relacionados ao processo de apoptose em compostos organo-seleno em células 

tumorais (SANTOFIMIA-CASTAÑO et al., 2014).  

Por exemplo Santofimia-Castaño e colaboradores observaram alterações no potencial 

de membrana mitocondrial (Ψm) em células AR42J (tinhagem de tumor pancreático), tratadas 

com um composto organ-seleno, onde a indução de despolarização mitocondrial envolvem a 

regulação de componentes cruciais implicados nos processos celulares de proliferação e 

apoptose  (SANTOFIMIA-CASTAÑO et al., 2014).. Há relato na literatura também de indução 

de apoptose em células SPC-A-1 (linhagem câncer de pulmão humano), que foram cultivadas 

com um composto Seleno-Quitosana (WU et al., 2020). 

Queiroz e colaboradores (2020) realizaram um estudo com moléculas do grupo 

selenoglicolicamidas, de série sintética semelhante ao desse trabalho, em células HL-60 

(linhagem de leucemia humana). A despolarização da membrana mitocondrial, causada pelo 

composto, sugere uma ruptura da permeabilidade externa mitocondrial, permitindo que 

proteínas normalmente confinadas no espaço intramembranar vazem para o citosol. Essas 

proteínas incluem fatores apoptogênicos, como o citocromo C, que desempenha um papel 

crucial na ativação do processo de morte celular (DE QUEIROZ et al., 2020)  

Em tripanossomatídeos, a morte celular do tipo apoptose é caracterizada principalmente 

pelo seu efeito sobre a mitocôndria, com perda de seu potencial de membrana e liberação de 

citocromo C, proteína associada à membrana interna da mitocôndria, para o citosol. Além da 

exposição a PS, a fragmentação do DNA é também característica para esses protozoários. Já a 
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via necrótica é caracterizada por intensa vacuolização citosólica, forte efeito sobre a 

mitocôndria, fragmentação DNA e ruptura da membrana plasmática, ocasionado por estresses 

externos, como distúrbios mecânicos, fármacos e outros fatores. Esses estímulos induzem a 

degradação celular descontínua, culminando na ruptura da membrana plasmática, o que leva a 

uma intensa resposta inflamatória. A perda da integridade celular promove a liberação de 

organelas danificadas e/ou moléculas intracelulares e induz a inflamação, que é uma das 

diferenças mais marcantes entre necrose e apoptose (MENNA-BARRETO, 2019).  

O composto de selênio MSe 13 induziu grau de necrose em 14.20 ± 1.10 % e a 

anfotericina 35.53 ± 1.10 %, na concentração 4x CE50. Testes pré-clínicos mostraram a lise 

parasitária como o ponto final no modo de ação de uma grande variedade de fármacos 

antitripanossomatídeos (MENNA-BARRETO, 2019). Em contraste, eventos de morte celular 

desregulada ocorrem sem a ação coordenada de um aparato celular específico e são comumente 

associados à senescência e morte causada por condições anormais que são desfavoráveis à vida 

(PROTO; COOMBS; MOTTRAM, 2012). 

O selênio é um oligoelemento encontrado em pequenas quantidades no organismo. Foi 

isolado pela primeira vez em 1817, e é reconhecido também por sua toxicidade. A importância 

do selênio foi relatada a partir da década de 1950. Ele é um importante componente estrutural 

de muitas enzimas, como glutationa peroxidase, tiorredoxina redutase e deiodinases. Enzimas 

estas que desempenham papéis importantes pela sua ação antioxidante, na reprodução e função 

muscular (MEHDI et al., 2013). 

É relatado que o selênio em si estimula a formação de anticorpos e a atividade das 

células T auxiliares juntamente com as células T e NK citotóxicas, e também está envolvido na 

migração de células fagocitárias e consequentemente na fagocitose e é importante para a função 

de células efetoras citotóxicas, como células T CD8+ e células natural killer (NK). Alguns 

metabólitos de selênio e selenoproteínas mostraram estar envolvidos nas respostas imune e 

inflamatória, os mecanismos responsáveis pelos efeitos benéficos ainda não são totalmente 

compreendidos (BAE; KIM, 2020). Contudo devido a sua reconhecida toxicidade, a ingestão 

diária recomendada de selênio como suplemento nutricional é de 60 μg a 70 μg/dia em adultos 

(MEHDI et al., 2013). 

No ensaio de toxicidade em células monoclueares de doadores saudáveis através do 

perfil de morte celular analisados por citometria de fluxo, o composto MSe 13 induziu apoptose 

nas concentrações de 50 e 100µg/mL, testadas após 24h. Na literatura é descrito que diferentes 

compostos de selênio estão envolvidos na morte celular induzida em células tumorais. Em geral, 

os mecanismos de morte celular em células tumorais são dependentes da espécie de selênio, da 
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dose, do tempo de exposição e do tecido de origem dessas células. Normalmente, as formas 

orgânicas de selênio são consideradas menos tóxicas que os compostos inorgânicos de selênio, 

devido à necessidade de os compostos orgânicos serem metabolizados para exercer seu 

potencial citotóxico. Estruturas de aminoácidos compostos de selênio em diferentes 

concentrações (10-1000 μM) induziram apoptose mediada por caspase, e fragmentação do 

DNA em linhagem de ademocarcinoma de pulmão, A549, por exemplo (FLEMING; GHOSE; 

HARRISON, 2001; SUZUKI et al., 2011; WALLENBERG; MISRA; BJÖRNSTEDT, 2014). 

Al-Tamimi e colaboradores (2019) relataram novos compostos organoselênio com atividade 

anti-Leishmania em L. donovani. E em seus ensaios, esses compostos apresentaram 

citotoxicidade com valores de CC50 de até 25µM em células THP-1, apesar da potencial 

atividade anti-Leishmania, contudo ainda apresentando bons índices de seletividade (AL-

TAMIMI et al., 2019). 

É notório relatar que o fármaco controle, a Anfotericina B, também induziu morte 

celular por apoptose em células mononucleares de doadores saudáveis nas concentrações de 50 

e 100μg/mL. Como já citado anteriormente, este fármaco é tóxico para PBMC’s e que acima 

de dosagens em 20μM sucita a apoptose. Semelhante modo, outros fármacos utilizados no 

tratamento da leishmaniose, a Miltefosina e a Pendamidina, induziram morte celular em 

PBMC’s de doadores saudáveis em dosagens >20μM, principalmente em linfócitos B (CD20+) 

de forma dose-dependente (ANDRÉ et al., 2020). 

Com o objetivo de investigar possíveis mecanismos imunomoduladores por LQOFG-7, 

foi feito a avaliação da indução na  produção de nitrito do sobrenadante das cultura in vitro de 

PBMCs humanos após infecção por L. infantum.  Considerando a terapêutica limitada no 

tratamento das leishmanioses, em busca de compostos bioativos, vários estudos têm sido 

realizados, baseados na estratégia imunológica, para prevenir e tratar a leishmaniose, 

recentemente. Em uma tentativa, a imunoterapia isolada ou em combinação com a 

quimioterapia foi desenvolvida para tratar a infecção por leishmaniose e evitar os efeitos 

colaterais associados aos regimes de tratamento convencionais. Que visa acelerar a resposta 

direcionada e específica ao parasita em pacientes e resulta em reações efetivas em pacientes 

sem o uso de dos fármacos convencionais (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021).  

A avaliação da indução de NO é um importante parâmetro a ser analisado, pois esta 

molécula está envolvida no controle da infecção de patógenos, em especial de amastigotas 

intracelulares na leishmaniose. A expressão da enzima iNOS (óxido nítrico sintetase) e a 

produção de NO são características de células envolvidas em respostas imunes, em especial são 

fontes importantes de NO as células da imunidade inata, principalmente em células dendríticas 
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(DCs), monócitos/macrófagos, contudo também em NK, eosinófilos, mastócitos e neutrófilos 

(IBIZA; SERRADOR, 2008; THWE; AMIEL, 2018). 

Os macrófagos após o processo de fagocitose, são ativados para produzirem mediadores 

tóxicos como espécies reativas de oxigênio (ROS) e NO simultaneamente. O NO produzido por 

macrófagos pode ser uma importante arma para o controle da leishmaniose. Dependendo do 

estímulo e microambiente, os macrófagos/ monócitos podem se subdividirem em 2 sub-

conjuntos. incluem M1 (ativação clássica) e M2 (ativado alternativamente). O processo de 

polarização dos macrófagos promove diferenciação na expressão imunofenotípica de algumas 

moléculas de superfície e intracelulares, sendo a diferença fenotípica resultado das funções 

distintas entre os macrófagos M1 e M2 (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018; KONG et al., 

2017; VAN TEIJLINGEN BAKKER; PEARCE, 2020) 

Os macrófagos classicamente ativados, ou M1, têm uma capacidade marcada de 

apresentação antigênica e alta produção de fatores que promovem a proliferação celular e 

ativação de células T, além da produção de substâncias tóxicas como espécies reativas de 

oxigênio e intermediários de óxido nítrico, e aumento da expressão do complexo principal de 

histocompatibilidade tipo 2 (MHC II). Assim, a produção de citocinas pró-inflamatórias, 

produção de NO, e a apresentação de antígenos tornam os macrófagos M1 bons mediadores no 

combate a microrganismos e células tumorais. Os macrófagos do tipo M1 guiam as respostas 

inflamatórias agudas e podem produzir uma variedade de citocinas como IL-1β, IL-6, IL-12, 

IL-18, IL-23, TNF-α e IFN-gama; além de diversas quimiocinas,  induzindo assim a resposta 

efetora de linfócitos perfil Th1. Por outro lado, os macrófagos M2 secretam citocinas 

imunossupressoras (por exemplo, IL-10, TGF-β), suprimem Th1 e promovem respostas de 

células Th2 que podem estar associadas à suscetibilidade a infecções intracelulares, como 

Leishmania (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018; KONG et al., 2017; VAN TEIJLINGEN 

BAKKER; PEARCE, 2020) 

Nesse estudo, a infecção em monócitos por L. infantum diminuiu a produção de nitrito 

na ausência de tratamento, o que é consistente com relatos anteriores (WANDERLEY et al., 

2006). Pesquisadores anteriores em seu estudo in vitro com PBMCs de pacientes com LV, 

relataram redução na produção de NO e maior expressão de IL-10 e TGF-β (KUPANI et al., 

2020). Citocinas estas que podem suprimir a produção de NO pela indução da atividade da 

arginase e que estão envolvidas com o mecanismo de evasão da Leishmania dos macrófagos do 

hospedeiro. 

A membrana de fagossomos atua como uma barreira adicional à entrada de fármacos 

que circulam na corrente sanguínea. As amastigotas que residem em fagossomos também 
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interferem nos mecanismos de defesa do hospedeiro, por exemplo, ao inibem a iNOS de 

macrófagos como parte da estratégia de sobrevivência do parasita dentro dos fagossomos, e 

(PANDYA et al., 2016). Gatto e colaboradores em seu estudo avaliando a expressão de 

receptores TLR2 e TLR4 junto a produção de citocinas e NO em PBMC’s de pacientes com 

LV antes e após tratamento com antimoniato de meglumina e anfotericina B, demonstrou que 

células não estimuladas [com LPS e PGN (peptideoglicano de Staphylococcus aureus)] obtidas 

de pacientes antes do tratamento produziam níveis significativamente mais baixos de NO em 

comparação com células obtidas após o tratamento farmacológico, (GATTO et al., 2015), 

indizuindo assim a uma resposta efetiva de mecanismo celular de defesa ao patógeno.  

Após o tratamento de monócitos infectados tratados com LQOFG-7 no valor de seu 

EC50, a produção de NO aumentou significativamente (p< 0.05). A adição de estímulo LPS 

com o tratamento com LQOFG-7 não teve efeito na produção de nitrito. Ademais pode-se 

observar um leve aumento na produção de NO em monócitos não infectados após o tratamento 

com LQOFG-7. Assim, LQOFG-7 aparenta modular a resposta imune em PBMCs de 

indivíduos saudáveis.  

Gatto e colaboradores em seu estudo avaliando a expressão de receptores TLR2 e TLR4 

junto a produção de citocinas e NO em PBMCs de pacientes com LV antes e após tratamento 

com antimoniato de meglumina e anfotericina B, demonstrou que células não estimuladas [com 

LPS e PGN (peptideoglicano de Staphylococcus aureus) obtidas de pacientes antes do 

tratamento produziam níveis significativamente mais baixos de NO, em comparação com 

células obtidas após o tratamento farmacológico (GATTO et al., 2015). O estimulo com LPS 

aumentou os níveis de NO em comparação com células não estimuladas em pacientes pré e pós-

tratamento e indivíduos controle. Nesse estudo, descobriu-se que a produção de nitrito 

aumentou nas células infectadas após o tratamento com Anfotericina B, do mesmo modo com 

estímulo do LPS e também na condição LPS + LQOFG-7 (P <0,05). 

Por fim o composto LQOFG-7 aparenta ter capacidade moduladora na resposta imune 

com perfil de ativação celular. Não existem estudos relatando a atividade de compostos 

derivados de guanidina como fármacos capazes de modular a resposta celular contra patógenos 

nas leishmanioses. Todavia é necessário uma análise mais aprofundada que caracterizem um 

ambiente com resposta efetora ou imunossupressoras de respostas, através do estudo 

envolvendo marcadores celulares como citocinas que serão analisados posteiormente. A 

combinação de quimio e imunoterapia é uma estratégia e a quimioimunoterapia pode ser 

benéfica para infecções intracelulares como a leishmaniose (AKBARI; ORYAN; HATAM, 

2021). 
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Por fim, quanto aos resultados dos derivados de acridina, podemos concluir que a adição 

do grupo 4-dimetilamina favoreceu bastante sua atividade, possivelmente devido ao seu efeito 

doador eletrônico. Quanto à análise estrutural do AMTAC 11, pode-se sugerir um forte efeito 

mesomérico positivo para o anel aromático, bem como um grupo volumoso, o que poderia 

favorecer interações mais fortes com diferentes regiões da molécula alvo, possivelmente 

justificando sua maior atividade. Assim, aplicando o Diagrama de Craig, podemos observar que 

os efeitos eletrônicos negativos, principalmente do AMTAC11 e o efeito lipofílico positivo, 

cujo substituinte se encontra no quadrante inferior direito (-σ +π), implica na melhora da 

atividade biológica. 

Quanto aos compostos AMTAC 06, 08 e 10, podemos continuar a estabelecer a relação 

estrutura-atividade (SAR), onde a adição em orto (R1 = Cl; R4 = Cl) e a substituição em orto 

foram observadas para potencializar a atividade anti-Leishmania . As duas substituições em 

orto (AMTAC 10) com o átomo de cloro, podem ter implicações positivas, eletrônicas e 

lipofílicas, porém os efeitos moleculares que podem influenciar nesta resposta. Assim, levanta-

se a hipótese de que esse grupo substituinte contribui positivamente para a atividade 

leishmanicida, também porque existem efeitos estéricos na molécula que podem influenciar 

como a posição de alinhamento com o receptor alvo. 

Uma série de doze derivados de 2- e 3-arilaminoquinolina como agente anti-Leishmania 

foram avaliados em Leishmania mexicana considerando princípios da química medicinal como 

transformação de anel ou inclusão de grupos adequados e os autores concluíram que a 

substituição pela introdução de átomos de halogênio aumenta a potência desses compostos 

(CHANQUIA et al., 2019). 

Permanecendo no mesmo entendimento, nos compostos AMTAC 13 e 14, a mudança 

da posição orto do grupo nitro para a posição para resultou na diminuição de sua atividade, 

mesmo sendo o mesmo substituinte com os mesmos efeitos eletrostáticos pelo grupo nitro 

retirador de elétrons. Os compostos que contêm um forte grupo nitro retirador de elétrons 

exibiram uma potente atividade anti-amastigota em L. donovani (UPADHYAY et al., 2018). A 

avaliação em amastigotas axênicas por AMTAC 01 e AMTAC 11 mostrou que os efeitos 

estéricos e eletrônicos do grupo dimetilamina contribuem mais para a atividade anti-

Leishmania. 

É interessante destacar que as substituições de doadores de elétrons contribuem mais 

para a atividade do que o anel de hidrogênio. Grupos volumosos e grupos doadores de elétrons 

na posição para são favoráveis à atividade anti-Leishmania (APUY et al., 2004; MELLO; 

2018). Por exemplo, de acordo com Coimbra et al (2016) em seu estudo com derivados 
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quinolínicos para L. amazonensis, o composto amino-substituído apresentou maior seletividade 

a o parasita em comparação com os outros compostos quinolínicos (COIMBRA et al., 2016). 

Quanto a citotoxicidade, o composto AMTAC 11 apresentou com maior segurança, não 

sendo tóxico até a maior concentração testada. Alguns pesquisadores mostraram baixa 

citotoxicidade de derivados de acridina e quinolinas avaliados em células PBMC (BARROS et 

al., 2012; HAMEED et al., 2019). Entretanto, no estudo de Malachowska-Ugarte et al. (2012), 

(MALACHOWSKA-UGARTE et al., 2012) com toxicidades de derivados de 

nitroacridina/acridona em concentrações abaixo de 1μM foram relatadas. 
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7. CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho temos que, os derivados de guanidina tiveram baixos valores de 

CI50 e CE50, indicando o efeito biológico sobre as formas promastigotas, como também sobre 

as formas amastigotas axênicas de L. infantum. Dentre os derivados de guanidina avaliados 

composto contendo o iodo como substituinte (-I), LQOFG-7, obteve o melhor perfil de 

atividade anti-Leishmania contra Leishmania infantum, com bom índice de seletividade, baixa 

citotoxicidade em PBMCs e indução de morte celular por apoptose em amastigotas de L. 

infantum.  

Os compostos selecionados apresentaram níveis seguros quanto a toxicidade para  

eritrócitos humanos, não apresentando atividade hemolítica dentro das concentrações avaliadas. 

Já os os derivados de guanidina apresentaram baixa toxicidade para células mononucleares de 

sangue periférico humano, tendo assim ótimos índices de seletividade. 

Já dentre o grupo das selenoglicolicamidas testadas, o composto MSe 13, tendo isopropil 

(-C3H7) e cloro (-Cl) como grupos substituintes  foi o mais promissor, obtendo um potencial 

perfil de atividade anti-Leishmania. Ocomposto MSe 13 já apresentou resultados bastantes 

promissores no que se diz respeito ao seu possível mecanismo de ação, analisado por citometria 

de fluxo. Onde o mesmo induziu morte celular por apoptose tardia em amastigotas. Com 

porcentagens bem expressivas, sendo mais estatisticamente significativa que o próprio controle 

positovo na concentração de seu CE50. Também apresentou um pequeno percentual de morte 

celular por necrose. Todavia esse composto também induziu apoptose em PBMC’s de doadores 

saudáveis nas maiores concentrações testadas, assim como  ofármaco de referência, a 

anfotericina B. 

Na avaliação da produção de nitrito, que sinaliza síntese em NO, o conposto LQOFG-7 

induziu aumento do nitrito. Aparentemente não há estudos anteriores realantando esta atividade 

em compostos derivados guanidina na leishmaniose. No entanto, sugere-se um possível 

mecanismo de ação para este composto. A combinação de quimioterapia e imunoterapia é uma 

estratégia que pode ser benéfica para infecções intracelulares, como a leishmaniose.. Além de 

seu papel bem estabelecido como mecanismo efetor antimicrobiano, o NO, que é produzido 

pela NO sintase induzível (iNOS), fornece feedback imunomodulador crítico.  

Quanto aos derivados de acridina, em conclusão, o entendimento das interações 

fármaco-receptor e os estudos da relação estrutura-atividade (SAR) corroboraram com os 

resultados obtidos in vitro. As interações intermoleculares com alvos biológicos foram 
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potencializadas após substituições na molécula base, principalmente a substituição da 4-

dimetilamina no AMTAC 11. O derivado acridínico AMTAC 11 apresentou menor toxicidade 

as PBMC’s. A alta seletividade apresentada pelo AMTAC 11 também indica mecanismos 

seletivos ao parasita. Os parâmetros de toxicidade avaliados por PBMC e eritrócitos também 

indicaram maior segurança farmacológica quando comparados aos medicamentos padrão.  

Portanto, os resultados apresentados nesse trabalho trazem pespectivas promissoras 

acerca da investigação mais aprofundada de novos candidatos a fármacos para o tratamento da 

leishmaniose, validando  os possíveis mecanismos de ação desses compostos..  
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