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RESUMO 

 

A leishmaniose abrange doenças causadas por mais de 20 espécies de protozoários 

do gênero Leishmania, sendo um problema global de saúde pública. A quimioterapia 

é o principal tratamento, mas apresenta alta toxicidade, custo elevado, efeitos 

colaterais e resistência parasitária, destacando a necessidade de novas opções 

terapêuticas. A pentamidina, embora eficaz, é altamente tóxica, o que motiva a 

busca por derivados com menor toxicidade. Este estudo avaliou a atividade 

leishmanicida dos derivados de pentamidina (PQM 250 a PQM 262) em Leishmania 

(L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi e sua toxicidade em 

macrófagos de mamíferos. Além disso, foi investigado o mecanismo de ação dos 

compostos promissores, focando na bioenergética mitocondrial pelo potencial de 

membrana mitocondrial e produção de ATP, estresse oxidativo pela produção de 

peróxido de hidrogênio (H2O2), NADPH e atividade da tripanotiona redutase (TryR), 

além de apoptose, estudos in sílico e in vivo. Os compostos PQM 250, PQM 254 e 

PQM 261 mostraram atividade significativa contra formas promastigotas e 

amastigotas nas duas espécies estudadas e com menor toxicidade, sendo 

selecionados para estudos de mecanismo de ação. Os resultados com Leishmania 

(L.) amazonensis mostraram que a pentamidina e o PQM 254 causaram 

despolarização mitocondrial (10,9 e 10,44%, respectivamente) enquanto o PQM 261 

induziu hiperpolarização (13,16%). O PQM 261 também aumentou a produção de 

ATP e NADPH (32 e 18,35%, respectivamente), enquanto a pentamidina reduziu 

esses parâmetros (73 e 35,86%, respectivamente), além da redução na produção de 

H2O2 (37,9%) e promoveu apoptose. O PQM 250 aumentou a produção de H2O2 e 

NADPH (18,9 e 14,89%, respectivamente), inibindo a TryR em 21%, provocando 

assim desequilíbrio redox. PQM 254 reduziu a produção de H2O2 em 41,7%, mas 

inibiu a TryR em 13,38%, prejudicando a homeostase redox. Já com relação a 

Leishmania (L.) infantum chagasi, os resultados preliminares mostram que os 

compostos PQM 254 e PQM 261 promoveu aumento de 211,3% e 311,3% na 

concentração de H2O2, respectivamente, e que apenas o composto PQM 254 

apresentou uma redução significativa de 21,6% nas taxas de NADPH em 

comparação com o grupo controle. Diante os ensaios in vivo, a qPCR demonstrou 

que com compostos PQM 250 e 254 reduziram significativamente a carga parasitária 

do fígado e baço dos animais em relação ao grupo controle. Os dados sugerem que 



 
 

derivados da pentamidina mostram-se promissores no desenvolvimento de terapias 

mais eficazes contra a leishmaniose ao interferirem em mecanismos críticos 

relacionados à sobrevivência do parasita. Este estudo oferece contribuições valiosas 

sobre as vias metabólicas nas quais os compostos afetam, proporcionando uma 

base importante para futuras abordagens terapêuticas. 

  

Palavras-chave: Atividade leishmanicida; Mecanismo de Ação; Derivados da 

Pentamidina. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT  

 

Leishmaniasis includes diseases caused by more than 20 species of protozoa of the 

genus Leishmania, and is a global public health problem. Chemotherapy is the main 

treatment, but it has high toxicity, high cost, side effects and parasite resistance, 

highlighting the need for new therapeutic options. Pentamidine, although effective, is 

highly toxic, which motivates the search for derivatives with lower toxicity. This study 

evaluated the leishmanicidal activity of pentamidine derivatives (PQM 250 to PQM 

262) in Leishmania (L.) amazonensis and Leishmania (L.) infantum chagasi and their 

toxicity in mammalian macrophages. In addition, the mechanism of action of the 

promising compounds was investigated, focusing on mitochondrial bioenergetics 

through mitochondrial membrane potential and ATP production, oxidative stress 

through the production of hydrogen peroxide production (H2O2), NADPH and 

trypanothione reductase (TryR) activity, as well as apoptosis, in silico and in vivo 

studies. The compounds PQM 250, PQM 254 and PQM 261 showed significant 

activity against promastigote and amastigote forms in the two species studied and 

with lower toxicity, being selected for mechanism of action studies. The results with 

Leishmania (L.) amazonensis showed that pentamidine and PQM 254 caused 

mitochondrial depolarization (10.9 and 10.44%, respectively) while PQM 261 induced 

hyperpolarization (13.16%). PQM 261 also increased ATP and NADPH production 

(32 and 18.35%, respectively), while pentamidine reduced these parameters (73 and 

35.86%, respectively), as well as reducing H2O2 production (37.9%) and promoting 

apoptosis. PQM 250 increased H2O2 and NADPH production (18.9 and 14.89%, 

respectively), inhibiting TryR by 21%, thus causing a redox imbalance. PQM 254 

reduced H2O2 production by 41.7%, but inhibited TryR by 13.38%, impairing redox 

homeostasis. With regard to Leishmania (L.) infantum chagasi, the preliminary results 

show that the compounds PQM 254 and PQM 261 promoted an increase of 211.3% 

and 311.3% in the concentration of H2O2, respectively, and that only the compound 

PQM 254 showed a significant reduction of 21.6% in NADPH rates compared to the 

control group. In the in vivo tests, qPCR showed that the PQM 250 and 254 

compounds significantly reduced the parasite load in the liver and spleen of the 

animals compared to the control group. The data suggest that pentamidine 

derivatives show promise in the development of more effective therapies against 

Leishmaniasis by interfering with critical mechanisms related to the parasite's 



 
 

survival. This study offers valuable insights into the metabolic pathways on which the 

compounds affect, providing an important basis for future therapeutic approaches. 

 

Keywords: Leishmanicidal Activity; Mechanism of Action; Pentamidine Derivatives. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose é uma doença classificada em tegumentar e visceral, 

com potencial de fatalidade, afetando anualmente milhões de pessoas em todo 

o mundo, especialmente em regiões tropicais e subtropicais (Pradhan et al., 

2022). O parasita Leishmania apresenta um ciclo de vida complexo e 

mecanismos de sobrevivência eficientes que dificultam o desenvolvimento de 

tratamentos eficazes e vacinas (Akbari et al., 2021). Até o momento, não há 

vacina disponível para humanos e, os tratamentos atuais, como antimoniais 

pentavalentes, anfotericina B e pentamidina, são limitados por toxicidade, custo 

elevado e crescente resistência aos fármacos, representando um dos maiores 

desafios no controle da doença. Também, a resistência observada em várias 

cepas impulsiona a urgência por novos fármacos e abordagens terapêuticas 

inovadoras como estratégias fundamentais no combate à leishmaniose (Ortiz et 

al., 2016; Altamura et al., 2022).  

A pentamidina é um fármaco utilizado como opção de tratamento de 

segunda linha para a leishmaniose (Pennini et al., 2023). No entanto, apesar de 

sua eficácia significativa, a pentamidina apresenta limitações como toxicidade e 

resistência em certas cepas de Leishmania, como Leishmania donovani, 

Leishmania brasiliensis e Leishmania amazonensis (Pinheiro; Souza, 2022). 

Sendo assim, com o objetivo de aumentar a eficiência contra o parasita e 

reduzir a toxicidade às células do hospedeiro, o grupo de pesquisa Laboratório 

de Pesquisa em Química Medicinal (PeQuiM) fez modificações na estrutura da 

pentamidina, seguindo uma abordagem semelhante a de outros medicamentos 

contra tripanossomatídeos, como miltefosina e benznidazol, cujas alterações 

estruturais visaram melhorar a eficácia e minimizar os efeitos adversos 

(Andreana et al., 2022; González-Montero et al., 2024; Benítez et al., 2016). 

Tais estudos destacam a importância dessas modificações para alcançar uma 

melhor seletividade e reduzir a toxicidade em modelos experimentais. 

Compreender como esses novos compostos interagem com alvos específicos 

nas células parasitárias e os mecanismos que sustentam sua atividade é 

essencial para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e direcionadas, 

com potencial para erradicar a parasita de forma mais eficiente. 

Parâmetros bioquímicos desempenham um papel crucial na investigação 
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do mecanismo de ação de compostos com atividade anti-Leishmania, 

contribuindo para desvendar como esses compostos interferem nas vias 

metabólicas do parasita e contribuem para sua eliminação (Amlabu et al., 

2020). Como destaque, a mitocôndria surge como um alvo terapêutico 

promissor, devido à sua participação em diferentes processos celulares, a 

exemplo da produção energética e estresse oxidativo, fundamentais para a 

sobrevivência do parasita (Villa-Pulgarín et al., 2017; Chen et al., 2024). 

Os mecanismos de ação dos compostos derivados da pentamidina são 

complexos e envolvem interações bioquímicas essenciais que contribuem para 

sua eficácia anti-Leishmania. Esses compostos têm se mostrado capazes de 

interferir na homeostase redox do parasita, principalmente através da inibição 

da tripanotiona redutase (TryR), enzima com papel crucial na manutenção do 

equilíbrio redox e na proteção contra estresse oxidativo (Battista et al., 2020; Ali 

et al., 2022). A inibição da TryR resulta em um acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), comprometendo a viabilidade do parasita (Inacio et al., 2022). 

Adicionalmente, evidências sugerem que os derivados da pentamidina podem 

impactar negativamente a produção de ATP e NADPH, moléculas fundamentais 

para a sobrevivência e replicação celular do parasita (Ebanks; Chakrabart, 

2022). Ao modular esses processos metabólicos críticos, esses compostos 

também podem induzir a apoptose, revelando um mecanismo multifacetado 

que deve ser explorado para o desenvolvimento de terapias anti-Leishmania 

mais eficazes (Ebanks; Chakrabart, 2022). 

Neste contexto, foi investigada a atividade da pentamidina e seus 

derivados contra formas promastigotas e amastigotas intracelulares de 

Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi, e a 

citotoxicidade em macrófagos murinos. Com os derivados mais promissores foi 

avaliado o mecanismo de ação através do coeficiente de partição octanol-água 

(LogP), produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨ), produção de ATP intracelular e NADPH, atividade da TryR e 

apoptose, estudos in silico e in vivo.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 LEISHMANIOSE 

 

As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por mais de vinte 

espécies de protozoários flagelados pertencentes ao gênero Leishmania 

(Kumar et al., 2023; Who, 2024), transmitidas através da picada de um 

flebotomíneo infectado (Vijayakumar; Das, 2018). Segundo World Health 

Organization (WHO) (2024), essas doenças são endêmicas em 98 países e 

mais de um milhão de pessoas estão em áreas de risco de infecção, sendo 

classificadas como uma das mais importantes doenças tropicais negligenciadas 

(WHO, 2024). As apresentações clínicas da doença podem ser determinadas 

pelas características do parasita, associadas à resposta imune do hospedeiro 

(Torres-Guerreiro et al. 2017), apresentando lesões cutâneas auto reparadoras 

a lesões viscerais, que se não tratadas a tempo podem levar a óbito (Khadem; 

Uzonna, 2014). A leishmaniose se destaca por duas formas clínicas principais, 

a tegumentar e a visceral; não sendo específicas de humanos, já que a 

Leishmania infecta também outros mamíferos, criando um reservatório 

zoonótico, o que dificulta o controle da doença (McMahon-Pratt; Alexander, 

2004; Reimão et al., 2020). 

Leishmania spp. são parasitas unicelulares que apresentam duas fases 

principais em seu ciclo de vida: as formas promastigota e amastigota (WHO, 

2024). A forma promastigota extracelular desenvolve-se no trato digestivo de 

flebotomíneos, invertebrados vetores da família Psychodidae de insetos 

hematófagos. A forma amastigota é intracelular e reside nos tecidos de 

hospedeiros vertebrados, infectando principalmente a pele e o sistema de 

fagócitos mononucleares em órgãos como o baço, o fígado, a medula óssea e 

os tecidos linfoides. Estes parasitas multiplicam-se nos vacúolos fago 

lisossômicos dos fagócitos dos mamíferos (Mougneau; Bihl; Glaichenhaus, 

2011; Islek et al., 2022). O tratamento precoce é altamente recomendado para 

evitar a proliferação excessiva das formas amastigotas, o que pode piorar a 

progressão da doença. 

Segundo o Who (2024), a relação de medicamentos essenciais contra 

as leishmanioses são os antimoniais pentavalentes – glucantime®; anfotericina 
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B; e pentamidina (Who, 2024). A primeira linha para o tratamento da 

leishmaniose tem sido os compostos antimoniais há mais de 60 anos (Haldar et 

al., 2011) e, a pentamidina e a anfotericina B estão incluídas na segunda linha 

deste tratamento (Mishra et al., 1992). Paralelamente, a miltefosina tem sido 

utilizada como fármaco oral para a leishmaniose visceral em alguns países, 

como Índia, Nepal e Bangladesh, e no Brasil se apresenta pouco ativa no 

tratamento (Sundar; Olliaro, 2007; Palic et al., 2022). 

Apesar de intensas pesquisas, ainda não há vacina eficaz contra a 

infecção por Leishmania e o tratamento é limitado pela alta toxicidade, o custo 

dos fármacos e hospitalização (Costa et al., 2017). Além disso, a crescente 

incidência de falhas terapêuticas e o surgimento de parasitas resistentes a 

medicamentos ressalta a necessidade por novos fármacos eficazes (Ponte-

Sucre et al., 2017). A resistência dos parasitas aos fármacos é um importante 

entrave para o sucesso da terapia o que tem sido objetivo de inúmeras 

pesquisas. 

 

 

2.1.1 Parasitas do Gênero Leishmania 

 

Como muitos protozoários, a Leishmania tem um ciclo de vida 

digenético, que envolve um hospedeiro mamífero e um inseto vetor (Matthews, 

2011; Van Bockstal et al., 2020). Os parasitas Leishmania exibem uma 

variedade de diferentes morfologias celulares e vários tipos de células (formas 

de desenvolvimento) que são adaptadas ao hospedeiro vertebrado ou ao vetor 

(hospedeiro invertebrado) (Sunter; Gull, 2017). 

O protozoário Leishmania apresenta duas morfologias principais durante 

seu ciclo de vida: a forma promastigota, que é extracelular, e a forma 

amastigota, que é intracelular. Segundo Gluenz e colaboradores (2010), a 

forma promastigota é caracterizada por um corpo celular ovalado e alongado, 

com um flagelo longo que se estende para fora da bolsa flagelar, conferindo 

motilidade e capacidade de propulsão. Essa estrutura facilita a passagem do 

protozoário pelo trato digestivo do flebotomíneo (De Souza et al., 2021). Por 

outro lado, a forma amastigota tem um corpo celular menor e mais esférico, 

com um flagelo curto e imóvel, que apenas se projeta ligeiramente da bolsa 
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flagelar. Essa morfologia pode estar relacionada a funções sensoriais (Sadlova 

et al., 2017) (Figura 1). 

 

Figura 1 - Principais formas evolutivas de Leishmania spp. 

 
Fonte: Espuri et al. (2019). 
Nota: Formas promastigotas em meio de cultura, aumento de 100X 

(A) e formas amastigotas intracelulares em macrófagos, 
aumento de 40X (B). Coloração por Giemsa. 

 

A disposição celular básica, entretanto, é conservada entre as duas 

formas celulares de Leishmania, sendo definida por microtúbulos reticulados 

que são mantidos ao longo do ciclo celular, de modo que a divisão celular 

depende da inserção e do alongamento dos microtúbulos na matriz existente 

(Wheeler; Sunter; Gull K, 2016; Dandugudumula et al., 2022). A célula abriga o 

núcleo e um conjunto de organelas, como a mitocôndria e o aparelho de Golgi 

que estão presentes em uma única cópia. Anteriormente ao núcleo, encontra-

se o cinetoplasto, que apresenta uma massa de DNA mitocondrial diretamente 

conectado ao corpo basal, de onde o flagelo se estende (Figura 2) (Sunter; 

Gull, 2017). O cinetoplasto é fundamental na manutenção do DNA mitocondrial, 

e também na regulação da replicação desse material genético. Além disso, 

interações entre os microtúbulos do flagelo e os do fuso mitótico são essenciais 

para a divisão eficiente da célula (Dandugudumula et al., 2022). Recentemente, 

estudos indicam que o aparelho de Golgi não apenas modula a secreção de 

proteínas, mas também desempenha papel crucial na formação da membrana 

do flagelo e na modificação das glicoproteínas da superfície celular (Sunter et 

al., 2020). 
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Figura 2 - Esquema ilustrativo das principais formas evolutivas de 
Leishmania spp. 

 
Fonte: Adaptada de Sunter; Gull (2017). 

 

Embora não seja o foco deste trabalho, é importante contextualizar que 

a forma infectante dos protozoários Leishmania são as promastigotas 

metacíclicas. Durante seu desenvolvimento no interior dos hospedeiros 

invertebrados, além do alongamento do flagelo, são observadas modificações 

bioquímicas na superfície da célula. Estas alterações bioquímicas em sua 

superfície mostram uma maior expressão das glicoproteínas gp63 e das 

moléculas de lipofosfoglicano (LPG) (Da Silva, 2015). O LPG, presente na 

membrana celular do parasita, está envolvido em processos como adesão às 

células do hospedeiro, evasão da resposta imune e manipulação do ambiente 

celular para facilitar a infecção, além de ser essencial para a virulência do 

parasita, ajudando-o a evitar a morte induzida por macrófagos, células do 

sistema imunológico que tentam combater o parasita (Kumari et al., 2022). Por 

outro lado, a gp63 é uma protease secretada pelo parasita que desempenha 

um papel crucial na modulação do microambiente celular, facilitando a evasão 

da resposta imune do hospedeiro vertebrado, além de facilitar a entrada dessas 

formas aos macrófagos (Guay-Vincent et al., 2022). 

 

 

2.1.2 Ciclo Biológico de Parasitas do Gênero Leishmania 

 

A infecção em hospedeiros vertebrados é iniciada e transmitida durante 
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o repasto sanguíneo realizado pelas fêmeas de flebotomíneos infectados com 

Leishmania spp. (Figura 3). Durante este processo, formas promastigotas 

metacíclicas presentes nos hospedeiros invertebrados são depositados no local 

da picada juntamente com a inoculação da saliva, que irá modular a resposta 

imune local, bem como das formas promastigotas na pele do hospedeiro, que 

serão fagocitadas inicialmente por neutrófilos (Assis et al., 2021). Estas células 

serão capazes de eliminar grande parte dos parasitas por uma série de 

mecanismos leishmanicidas, contudo alguns são adaptados a tais 

mecanismos, segundo Paul e colaboradores (2014), levando à entrada 

silenciosa nas células hospedeiras finais, os macrófagos (Mukherjee et al., 

2015). O dano causado pelo flebotomíneo resulta também no recrutamento de 

macrófagos para o local da picada, e essas são as células que a Leishmania 

infecta e utiliza como residência, permitindo que se mantenham no hospedeiro 

vertebrado (De Menezes; Saraiva; Da Rocha-Azevedo, 2016). 

 

Figura - 3 Ciclo evolutivo de parasitas do gênero Leishmania. 

 

Fonte: Adaptado de CDC (2021). 

 

Após o desenvolvimento e multiplicação das formas amastigotas de 
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Leishmania spp. dentro do fagócito, pode ocorrer lise celular, e assim, acontece 

a liberação destas formas no meio extracelular, e consequentemente estas 

células infectarão outros macrófagos. Posteriormente, durante um novo repasto 

sanguíneo, as fêmeas de flebotomíneos ingerem macrófagos contendo formas 

amastigotas de Leishmania presentes nos hospedeiros vertebrados, reiniciando 

o ciclo (Silva, 2016; Assis et al., 2021). 

 

 

2.1.3 Transmissão  

 

O ciclo de transmissão da leishmaniose envolve interações entre o 

parasita, vetores, hospedeiros vertebrados e diferentes habitats. A 

sobrevivência dos protozoários Leishmania depende do sucesso da 

transmissão zoonótica ou antroponótica entre o vetor e um reservatório de 

mamífero (Dantas-Torres, 2024). A transmissão zoonótica de Leishmania spp. 

acontece em ciclos domésticos, onde o cão é o principal reservatório urbano. 

Essa condição é atribuída ao seu elevado parasitismo cutâneo e ao contato 

próximo que mantém com os humanos (Camargo-Neves et al., 2006); ou em 

ciclos silvestres, como nas florestas tropicais das Américas ou em desertos da 

Ásia Central, onde a transmissão ocorre entre animais selvagens, com 

humanos funcionando como hospedeiros acidentais quando infectados (Bern et 

al., 2008).  

Para que ocorra uma transmissão bem-sucedida a um hospedeiro 

mamífero, os parasitas Leishmania precisam colonizar a região da válvula 

estomodeal do flebotomíneo e, assim, migrar do intestino médio em direção ao 

aparelho bucal. A motilidade flagelar de formas promastigotas de Leishmania 

ativa, auxilia nestes processos para que ocorra a infecção (Lehane, 1997). 

Durante a transmissão da doença, é possível que a fagocitose de Leishmania 

ocorra em locais distantes do local da picada. Adicionalmente, talvez o espectro 

das leishmanioses se reflita na capacidade do parasita de invadir o hospedeiro 

além do local da picada, diretamente ou por meio do movimento do macrófago 

infectado (Mukherjee et al., 2015; Assis et al., 2021). 

Também é importante destacar que existem muitas espécies de 

flebotomíneos capazes de transportar os parasitas Leishmania. No entanto, 
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muitas vezes existem relações específicas pelas quais algumas delas são 

capazes de transmitir apenas um único ou um número limitado de espécies de 

Leishmania (Who, 2024). 

 

 

2.1.4 Reservatório 

 

Os animais reservatórios variam conforme a espécie de Leishmania que 

eles albergam. Estes podem ser: animais silvestres (edentados – tatus e 

tamanduás; marsupiais – gambás; e roedores – ratos, camundongos e 

hamsters) e domesticados (gatos, cães e equídeos) (WHO, 2024).  

Segundo a Who (2024), existem parâmetros que devem ser observados 

para incriminar um animal como hospedeiro reservatório, como a superposição 

da distribuição geográfica e temporal dos reservatórios e vetores; garantia de 

sobrevida do reservatório na tentativa de assegurar a transmissão do parasita, 

não devendo causar patogenicidade ao mesmo; deve haver na área uma 

proporção elevada de animais infectados; manutenção do parasita no sangue 

ou na pele para garantir a transmissão ao flebotomíneo; e a espécie de 

parasita encontrada tanto no reservatório quanto no hospedeiro humano deve 

ser a mesma. 

No Brasil, vêm ocorrendo atualmente não somente a disseminação da 

doença para novos locais, como também a reativação de focos onde a doença 

já estava supostamente controlada. Isso se deve, particularmente, às falhas no 

controle da doença, que se baseia quase que somente no combate ao cão 

como reservatório, e também à adaptação dos vetores aos ambientes urbanos 

(Ribeiro et al., 2018). 

 

 

2.1.5 Manifestações clínicas 

 

Segundo a Who (2024), a infecção causada pelo protozoário Leishmania 

é caracterizada pelo parasitismo das células do sistema fagocítico 

mononuclear, apresentando-se sob as formas tegumentares (Leishmaniose 

Tegumentar - LT) e viscerais (Leishmanniose Visceral - LV). As LT se 
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subdividem em cutânea (LC), cutâneo-difusa (LCD) e muco-cutânea (LM). 

A LC se caracteriza por apresentar lesões localizadas, podendo ocorrer 

como lesão única ou múltipla, geralmente no local da picada do flebotomíneo. 

Estas lesões se apresentam ulceradas com fundo granulomatoso e bordas 

infiltradas, com tendência à cura (Who, 2024). A LCD é uma manifestação 

clínica rara da doença; essa forma, provavelmente ocorre por disseminação 

hematogênica ou linfática do parasita, e se caracteriza por apresentar lesões 

numerosas, pequenas, exoluceradas e distantes do local da picada. Este tipo 

de doença apresenta manifestações mais graves, ocorrendo em pacientes com 

deficiência específica na resposta imune celular a antígenos de Leishmania, 

evoluindo de uma lesão que não responde ao tratamento à formação de placas 

infiltradas e múltiplas nodulações não ulcerativas (Who, 2024). A LM é 

caracterizada pela severidade que acomete as mucosas da face, como 

cartilagens e mucosas, em especial as regiões oro-respiratórias. Estas lesões 

surgem no local da picada ou se manifestam após meses ou anos da lesão 

primária na pele. Essa forma clínica pode desfigurar o indivíduo e requer um 

tratamento mais prolongado (Who, 2024). 

Segundo a Who (2024) em relação às LT, o Brasil possui alta 

prevalência sendo as espécies Leishmania (V.) braziliensis e a Leishmania (L.) 

amazonensis as principais causadoras, afetando quase 30 mil pessoas 

anualmente (Who, 2024). A forma mais grave das leishmanioses, a LV, se 

caracteriza pelo aumento no volume do fígado e baço, provocando anemia, 

perda de peso e febre, e que, se não tratada a tempo, pode ser fatal (Who, 

2024). Além disso, segundo McGwire e colaboradores (2013), os pacientes 

também podem apresentar dor de cabeça, calafrios, sudorese, tosse, diarreia, 

tonturas, vômitos, sangramento das gengivas, dores nos membros, perda de 

peso, anemia com leucopenia e linfadenopatia. A principal espécie causadora 

da LV no Brasil é a L. (L.) infantum chagasi (Lopes et al., 2020). 

 

 

2.1.6 Tratamento 

 

Apesar da existência de outros quimioterápicos para o tratamento da 

leishmaniose, os antimoniais pentavalentes são os fármacos de primeira 
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escolha. Conforme recomendação da OMS, existem dois tipos de antimoniais 

que podem ser utilizados, o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) e 

o estibogluconato de sódio, porém somente o glucantime® é comercializado no 

Brasil, sendo considerado o fármaco de primeira escolha (WHO, 2024). As vias 

de administração do medicamento podem ser intramuscular ou endovenosa, 

com a recomendação de aplicação lenta e de repouso após a medicação. 

Dentre as outras opções de tratamento disponíveis estão a anfotericina 

B, pentamidina e miltefosina. A administração da anfotericina B é por infusão 

intravenosa; a pentamidina por via intramuscular ou intravenosa; a miltefosina 

por via oral (Monge-Maillo; Lopez-Velez, 2013). No Brasil, os principais 

medicamentos utilizados contra a LV são o antimoniato de N-metilglucamina, a 

anfotericina B lipossomal e o desoxicolato de anfotericina B; já nos casos de LT 

é utilizado o antimoniato de N-metilmeglumina; mas há também outros 

medicamentos como a pentamidina, paromomicina e miltefosina (Who, 2024). 

Nas situações em que o paciente apresenta resistência ao tratamento 

com antimoniais pentavalentes ou na impossibilidade de sua administração, é 

recomendável a utilização da anfotericina B, fármaco de segunda escolha, 

aplicada em ambiente hospitalar, devido a sua toxicidade (Who, 2024). Em 

resposta ao tratamento, a maioria das opções disponíveis para leishmaniose 

está associada a reações adversas significativas, devido à sua alta toxicidade.  

A necessidade urgente de pesquisa e desenvolvimento de alternativas 

terapêuticas para tratar as leishmanioses decorre da presença de fármacos na 

quimioterapia dessas doenças, os quais não apenas apresentam efeitos 

adversos graves, resistência por parte do parasita, mas também exigem 

tratamentos de longa duração e administração desafiadora (DNDi, 2018). 

Nesse contexto crítico, destaca-se que, além de desenvolver resistência aos 

fármacos, a sobrevivência dos parasitas está intrinsicamente ligada à 

habilidade de enfrentar e sobreviver ao ambiente oxidativo no fagolisossomo, 

demandando a presença de um sistema antioxidante eficiente (Ponte-Sucre et 

al., 2017). 

 

 

2.2 SISTEMA ANTIOXIDANTE 
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Durante seu ciclo de vida, a Leishmania spp. apresenta duas formas 

principais, acompanhadas de modificações bioquímicas e morfológicas que a 

capacitam a infectar e sobreviver no hospedeiro vertebrado. Além disso, cada 

estágio de diferenciação expressa um padrão de proteínas específicas 

envolvidas no processo de adaptação ao novo ambiente (Turrens, 2004; Jara et 

al., 2022). Assim, o parasita deve lidar com a geração exógena de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), além da endógena, para garantir a sua infecção 

(Kierszenbaum et al., 1974). A presença dessas moléculas altamente oxidativas 

são mantidas em baixas concentrações pelas vias antioxidantes do parasita.  

A maioria dos organismos mantém ambiente intracelular com baixos 

níveis de oxidação através da presença de altas concentrações de glutationa, 

um tiol de baixo peso molecular (Castro; Tomás, 2008). Entretanto, em 

Leishmania spp., a maior parte do conteúdo de glutationa é encontrada na 

forma de tripanotiona (T(SH)2, N1,N8-bis(glutationil)espermidina), exercendo um 

papel fundamental no combate ao estresse oxidativo (Galarreta et al., 2008). A 

partir disso, diferentes enzimas e substratos específicos foram identificadas, 

levando à conclusão de que o parasita apresenta um elaborado sistema de 

metabolização de hidroperóxidos (Castro; Tomás, 2008; Santi; Murta, 2022). 

Muitos parasitas, incluindo Leishmania, desenvolveram diferentes mecanismos 

enzimáticos para prevenir o dano celular causado pelas EROs. A função de 

peroxidases inclui a defesa contra agentes químicos e estresse oxidativo, 

catalisando a redução de peróxido de hidrogênio (H2O2) e hidroperóxidos a 

água e álcool, respectivamente. Sendo assim, a ação combinada de TryR, 

triparedoxina e triparedoxina peroxidase é crucial para manter uma baixa 

concentração de H2O2 e diminuir o estresse oxidativo (Turrens, 2004; Ali et al., 

2022; Santi; Murta, 2022). 

O sistema de defesa antioxidante da Leishmania spp. têm aspectos 

únicos, e as moléculas envolvidas nesse processo têm sido apontadas como 

possíveis alvos para o desenvolvimento de uma terapia mais específica 

(Piacenza, 2009; Jara et al., 2022). Interessantemente, a superexpressão das 

peroxiredoxinas citosólicas e mitocondriais em L. infantum levou a diferentes 

resistências ao estresse oxidativo. Os parasitas que superexpressavam a 

citosólica eram mais resistentes ao tratamento com H2O2, enquanto que os que 

superexpressavam a mitocondrial, mais resistentes ao t-butil hidroperóxido 
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(Castro et al., 2002). A primeira evidência da presença de uma triparedoxina na 

mitocôndria veio de estudos com L. infantum, onde duas triparedoxinas, além 

da citosólica (LiTXN1) foram identificadas: uma de matriz (LiTXN2) descrita por 

Castro et al. (2004) e outra localizada na membrana mitocondrial externa 

(LiTXN3) (Castro et al., 2010). 

Adicionalmente, a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é uma 

enzima essencial na via das pentoses fosfato, desempenhando um papel 

crucial na produção de NADPH, especialmente em organismos como 

Leishmania. Essa enzima catalisa a oxidação da glicose-6-fosfato (G6P) a 6-

fosfogluconato (6PG), gerando NADPH, que é vital para diversas funções 

celulares (Mielniczki-Pereira et al., 2007). As leishmanias habitam ambientes 

altamente oxidativos e, para sobreviver nessas condições, precisam de um 

sistema antioxidante eficaz, que depende da enzima tripanotiona redutase 

(TryR) para a detoxificação de radicais oxidantes. Para funcionar 

adequadamente, a TryR requer NADPH, que também é fundamental para a 

biossíntese de ácidos graxos e a regeneração da glutationa, um importante 

antioxidante que protege as células contra o estresse oxidativo (Fuentes-

Lemus et al., 2023). Assim, a G6PD está diretamente envolvida na manutenção 

do equilíbrio redox celular e na proliferação do parasita, sendo crucial para sua 

sobrevivência em ambientes hostis. Kumar e Kaur (2019) destacam as 

implicações clínicas da deficiência de G6PD e sua importância para a saúde 

celular em Leishmania, o qual a produção de NADPH pela fase oxidativa da via 

das pentoses fosfato é fundamental para o sistema antioxidante desse parasita, 

pois fornece os equivalentes reduzidos necessários para reduzir EROs e 

manter o estado reduzido da tripanotiona (Fuentes-Lemus et al., 2023). 

 

 

2.3 BIOENERGÉTICA MITOCONDRIAL  

 

Os tripanosomatídeos apresentam uma única mitocôndria com presença 

de enzimas de vias metabólicas exclusivas e um arranjo específico de DNA 

mitocondrial. Durante o ciclo de vida dos tripanossomatídeos, a forma e a 

plasticidade funcional de suas mitocôndrias únicas sofrem alterações 

profundas, refletindo adaptação a diferentes ambientes. A mitocôndria deve ser 
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melhor entendida pelo extenso envolvimento em diferentes eventos celulares. 

Esta organela além de ser o principal sítio de geração de ATP e de EROs na 

célula, também está envolvida em processos de diferenciação, proliferação, 

homeostase de cálcio, balanço redox e na morte celular programada (Duchen 

et al., 2000; Mailloux, 2020). Em resposta a mudanças no ambiente intracelular 

por diferentes sinais de estresse, hipóxia e estresse oxidativo, as mitocôndrias 

liberam proteínas envolvidas com a morte celular, resultando em alteração na 

síntese de ATP e ativação das vias de morte celular (Rvagnan et al., 2002; 

Napolitano; Fasciolo; Venditti, 2021).  

A taxa de utilização de diferentes fontes de carbono e nutrientes em 

vários estágios de cultura de Leishmania tem sido estudada no seu 

metabolismo. Em promastigotas de L. mexicana e amastigotas axênicas 

diferenciadas in vitro, a taxa de absorção da glicose e uma gama de 

aminoácidos metabólitos diminuiu em promastigotas de fase estacionária e 

amastigotas axênicos, consistentes com os últimos estágios a entrarem num 

estado metabólico reduzido (Blum et al., 1990). Estas formas também usaram 

os ácidos graxos livres no meio, um indicativo de que a oxidação de ácidos 

graxos pode ser utilizada para conduzir a fosforilação oxidativa mitocondrial 

nestes estágios. Curiosamente, em promastigotas de L. major, a oxidação de 

ácidos graxos foi fortemente inibida pela glicose, indicando um nível 

significativo de seletividade e regulação da oxidação de ácidos graxos nesta 

forma (Blum et al., 1990). As leishmanias expressam enzimas necessárias para 

a oxidação de ácidos graxos, mas carecem de enzimas necessárias para a 

conversão líquida destes em carboidratos e são consequentemente incapazes 

de utilizar estes ácidos como sua única fonte de carbono. Embora essas 

observações sugiram que a Leishmania pode ser capaz de utilizar múltiplas 

fontes de carbono, a absorção de nutrientes também pode refletir o uso 

preferencial de substratos exógenos para fins biossintéticos (Naderer et al., 

2008).  

Adicionalmente, o mecanismo de ação de alguns fármacos envolve vias 

relacionadas à bioenergética mitocondrial e mecanismos de defesa 

antioxidante desses parasitas. Por apresentarem caraterísticas peculiares, 

perspectivas inovadoras na terapia contra os tripanossomatídeos poderiam ser 

desenvolvidas com base em uma melhor compreensão dos processos acima 
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citados (Figueiredo et al., 2014; Mailloux, 2020).  

 

 

2.4 COMPOSTOS DERIVADOS DE PENTAMIDINA 

 

As pentamidinas fazem parte do grupo das diamidinas aromáticas, 

compostos orgânicos nos quais a característica principal é a presença de uma 

cadeia alcano central inerte unida através de ligação éter ao grupo amidino 

polar terminal (Figura 4) (Costa, 1993). São mais utilizadas devido a sua 

estabilidade, são solúveis em água e possuem uma menor toxicidade em 

relação aos demais fármacos desta classe (Santos, 2012). Além disso, uma de 

suas vantagens é não apresentarem resistência in vitro (Soto et al., 2016). O 

mecanismo de ação da pentamidina contra Leishmania ainda não está bem 

esclarecido, sendo reportado inibição de transporte ativo (Tiwari et al., 2018), 

bem como inibição da topoisomerase II na mitocôndria (Tiwari et al., 2018); 

além disso, interfere na síntese do DNA, fragmentando a membrana 

mitocondrial e alterando morfologicamente o cinetoplasto (Amato, 2006; Matos 

et al., 2020). 

 

Figura 4 – Molécula do fármaco pentamidina. 

 

Fonte: Elaborada pela autora pelo programa ChemDraw Ultra versão 11.0 (2024). 

 

O isotionato de pentamidina é utilizado há anos no tratamento de 

infecções produzidas por Trypanosoma, Babesia e Pneumocystis (Robledo et 

al., 2006). Geralmente é utilizado como alternativa aos pacientes que não 

respondem ao tratamento com antimoniais ou anfotericina B (Santos, 2012). Na 

Colômbia e em outros países, a pentamidina tem se mostrado um 
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medicamento promissor, com altas taxas de cura, até de 96%, no entanto, as 

taxas de recaída e a eficácia podem variam conforme a resistência do parasita, 

além de apresentarem uma toxicidade elevada (Robledo et al., 2006; Piccica et 

al., 2021). Na região amazônica do Brasil, utilizou-se o isotionato de 

pentamidina em portadores de LTA (Leishmaniose Tegumentar Americana) 

causada pela L. (V.) guyanensis, onde a taxa de cura obtida foi excelente, 

embora os efeitos colaterais tenham sido considerados agravantes para os 

pacientes (WHO, 2024). Em Brasília foram feitos testes com portadores de 

lesões cutâneas causadas por Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (L.) 

amazonensis e o resultado obtido foi semelhante ao SbV, com efeitos colaterais 

incipientes (WHO, 2024). 

Embora a pentamidina tenha demonstrado resultados positivos no 

tratamento da leishmaniose, seu uso enfrenta limitações significativas, como 

alta toxicidade e a ocorrência de efeitos colaterais adversos. Essas 

características restringem sua aplicação clínica e reforçam a necessidade de 

aprimoramento. Nesse contexto, modificações estruturais em sua molécula têm 

se mostrado uma estratégia promissora para o desenvolvimento de derivados 

mais eficazes e seguros, capazes de melhorar a atividade terapêutica e reduzir 

os impactos negativos associados ao tratamento. 

O presente trabalho utilizou a estrutura molecular da pentamidina como 

modelo, cujas subunidades aromáticas foram conservadas, inserindo-se uma 

subunidade triazólica como um possível bioisóstero da função imidamida, 

contemplando a subunidade triazólica e uma subunidade acilidrazona ou 

arilidrazona funcionalizadas, estruturas privilegiadas descritas como 

importantes bióforos em derivados com atividade anti-inflamatória na literatura 

(Duarte et al., 2007). Portanto, acredita-se que as modificações introduzidas na 

síntese dos derivados da pentamidina, que resultam em melhorias 

significativas, tais como o aumento da atividade leishmanicida e a redução da 

toxicidade, possam ser efetivamente exploradas no desenvolvimento de uma 

nova série de compostos promissores para o tratamento da doença.  
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3 JUSTIFICATIVA  

 

As leishmanioses estão entre as doenças mais negligenciadas no 

mundo, onde o número de casos tem aumentado, principalmente devido à 

migração humana e de animais domésticos contribuindo para a dispersão da 

doença em áreas não endêmicas ou de baixa endemicidade (Who, 2024).  

Além de ser uma doença grave que afeta milhões de pessoas 

anualmente, apresenta desafios significativos devido à ausência de vacinas 

eficazes e à limitação dos tratamentos disponíveis. Nesse contexto, a 

pentamidina surge como uma opção promissora, mas suas limitações em 

termos de toxicidade e resistência demandam novas abordagens terapêuticas. 

No entanto, modificações estruturais na pentamidina, visam aumentar sua 

eficácia e reduzir a toxicidade. Com ênfase na interação dos novos compostos 

com alvos específicos nas células parasitárias, investigou-se a atividade anti-

Leishmania em modelos experimentais, além de desvendar os mecanismos 

que sustentam essa eficácia. Este estudo foca na importância da mitocôndria 

como alvo terapêutico, a inibição da TryR e a modulação de processos 

metabólicos críticos que induzem apoptose, revelando um mecanismo 

multifacetado. Ao explorar esses novos compostos e suas propriedades 

bioquímicas, o trabalho não só contribui para o desenvolvimento de terapias 

mais eficazes contra a leishmaniose, mas também tem o potencial de 

transformar o cenário do tratamento dessa doença devastadora, trazendo 

esperança a milhões de pacientes em todo o mundo. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar a atividade de derivados de pentamidina em Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi determinando o mecanismo 

de ação no contexto in vitro e por análises in silico e in vivo. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

No contexto in vitro:  

a) determinar a curva de proliferação de Leishmania (L.) amazonensis e 

Leishmania (L.) infantum chagasi; 

b) avaliar a citotoxicidade; a atividade leishmanicida em promastigotas e 

amastigotas; 

c) avaliar o potencial de membrana mitocondrial (ΔΨ), produção de ATP, 

liberação de H2O2, produção de NADPH, atividade da tripanotiona 

redutase (TryR) e apoptose. 

 

No contexto in sílico:  

a) determinar o Índice de Seletividade (IS) e de Especificidade (InEs); o 

Log do coeficiente de partição e verificar a biodisponibilidade oral dos 

compostos pela regra dos 5 de Lipinski e previsões ADMET; 

b) avaliar por meio de análise computacional (modelagem e docking 

molecular), se os compostos derivados de pentamidina podem 

interagir químicamente com a glicose-6-fosfato desidrogenase, 

topoisomerase I e II, tripanotiona sintetase e redutase de Leishmania 

(L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi; 

 

No contexto in vivo: 

a) analisar quantitativamente pela qPCR o número de leishmanias em 

relação ao grupo controle.  
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 COMPOSTOS QUÍMICOS 

  

Os compostos testados nesse projeto são derivados da pentamidina 

(PQM 250, PQM 251, PQM 252, PQM 253, PQM 254, PQM 256, PQM 257, 

PQM 258, PQM 259, PQM 261 e PQM 262) que foram sintetizados pela Pós-

doutoranda Vanessa Silva Gontijo e Prof. Dr. Cláudio Viegas Junior do 

Laboratório de Pesquisa em Química Medicinal (PeQuiM) da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG 

empregando a estrutura da pentamidina como protótipo para obtenção dos 

derivados (Figura 5). 

 

Figura 5 - Planejamento estrutural de uma nova série de derivados da 
pentamidina planejados como candidato a fármacos 
antiparasitário. 

 
Fonte: Elaborada pelos pesquisadores responsáveis pela síntese, Vanessa Silva 

Gontijo e Claudio Viegas Junior. 
Nota: As estruturas químicas estão em processo de publicação. 

 

Vale ressaltar que alguns desses compostos estão em processo de 

patenteamento (conforme detalhado no Anexo 1), evidenciando o caráter 

inovador dessas moléculas. Esse avanço reforça o potencial significativo dos 
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derivados, tanto no desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas quanto 

na contribuição para a inovação científica e tecnológica no tratamento da 

leishmaniose. 

 

 

5.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Foram utilizados 84 camundongos SWISS com nove semanas de idade, 

mantidos no Biotério Experimental da Universidade Federal de Alfenas-MG 

(UNIFAL-MG) em ambiente com ventilação, ração e água ad libitum, os quais 

foram utilizados para obtenção de macrófagos peritoneais nos ensaios de 

citotoxicidade e avaliação da atividade leishmanicida em formas amastigotas. 

Os experimentos foram realizados em conformidade com as normas do 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-UNIFAL / 

protocolo número 0013/2020 – Anexo 2). Também foram utilizados 35 hamsters 

dourados (Mesocricetus auratus), com três semanas de idade, mantidos no 

Biotério Experimental da Universidade Federal de Alfenas-MG (UNIFAL-MG) 

em ambiente com ventilação, ração e água ad libitum, os quais foram utilizados 

para ensaios in vivo com os compostos mais promissores. Os experimentos 

foram realizados em conformidade com as normas do CONCEA e aprovado 

pela CEUA-UNIFAL (protocolo número 0033/2023 – Anexo 3). 

 

 

5.3 PARASITAS 

 

Foram utilizadas as espécies Leishmania (L.) amazonensis 

(MHOM/BR/71973/M2269) e Leishmania (L.) infantum chagasi 

(MHOM/BR/72/cepa46). Para a manutenção destes protozoários, os parasitas 

da espécie Leishmania (L.) amazonensis foram inoculados na pata de 

camundongo SWISS, enquanto da espécie Leishmania (L.) infantum chagasi 

foram inoculados na cavidade peritoneal de hamsters (Mesocricetus auratus). 

Após cerca de 60 dias de infecção, os animais foram sacrificados em câmara 

de CO2, sendo feito o maceramento da lesão da pata do camundongo e do 
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baço de hamsters, para isolamento e expansão dos parasitas. Os parasitas 

isolados foram mantidos à 25ºC em meio LIT para Leishmania (L.) 

amazonensis e meio Schneider (Sigma) para Leishmania (L.) infantum chagasi, 

suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 50000UI/mL de penicilina, 50 

μg/mL de estreptomicina e 2% de urina humana.  

 

 

5.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Na busca por novos tratamentos para a leishmaniose, o trabalho foi 

conduzido em etapas estratégicas. Inicialmente, foi realizado um estudo in 

silico que mapeou possíveis mecanismos de ação dos compostos derivados da 

pentamidina, permitindo uma investigação mais eficiente e precisa para as 

duas espécies trabalhadas. Em seguida, foi feita uma triagem cuidadosa 

desses compostos, no contexto in vitro, com o objetivo de identificar aqueles 

com maior potencial para elucidar os mecanismos de ação. Por fim, foram 

desvendados alguns mecanismos de ação dos compostos promissores 

(Quadro 1). É importante ressaltar que os ensaios de mecanismos de ação em 

Leishmania (L.) infantum chagasi não foram concluídos devido à escassez de 

reagentes. No entanto, foram incluídos ensaios in vivo que permitiram avaliar a 

carga parasitária por PCR em tempo real, contribuindo para uma compreensão 

mais abrangente do potencial terapêutico dos compostos estudados. 
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Quadro 1 - Delineamento experimental do estudo. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 

 

 

5.5 ANÁLISE IN SILICO 

 

5.5.1 Coeficiente de Partição 

 

O coeficiente de partição (P) de um composto é dado pela razão entre a 

sua concentração entre uma fase orgânica e uma aquosa, sendo utilizado para 

determiná-lo, um sistema “n-octanol/água” (Equação 4):  

 

  

 

Para investigar o comportamento farmacocinético dos compostos 

derivados da pentamidina, utilizou-se a forma logarítmica do coeficiente de 

partição, o LogP, frequentemente utilizado como medida quantitativa de 

lipofilicidade, que foi calculado com o auxílio do programa ChemDraw Ultra 

versão 11.0 utilizando as estruturas moleculares dos compostos derivados de 

pentamidina fornecidas pelo Laboratório de Pesquisa em Química Medicinal 

Equação (4) → P = [Molécula em n-octanol] / [Molécula em água]  



42 
 

(PeQuiM) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal 

de Alfenas - UNIFAL-MG e confirmadas pela plataforma SWISS ADME. 

 

 

5.5.2 Previsões ADMET e Regra dos 5 De Lipinski 

 

Para as análises computacionais foram observados os descritores 

ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade), que tem 

a finalidade de prever a absorção, solubilidade, hepatotoxicidade e ligação às 

proteínas plasmáticas (Sahu et al., 2019), através da plataforma SWISS ADME, 

pelo site: http://www.swissadme.ch/. 

A regra dos 5 de Lipinski foi aplicada na plataforma SWISS ADME e as 

estruturas dos compostos foram obtidas pelo programa ChemDraw Ultra 

versão 11.0 e utilizados na plataforma para avaliação. 

 

 

5.5.3 Modelagem molecular e docking 

 

Foram utilizadas as enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase, 

topoisomerase I e II, tripanotiona sintetase e redutase para a realização do 

docking molecular. A sequência destas foram obtidas na plataforma PDB (site: 

https://www.rcsb.org/). Posteriormente, a homologia das enzimas utilizadas 

para o docking foram obtidas a partir da sequência FASTA da plataforma Blast 

(site: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e enviadas para o programa 

Phyre2 (site: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) 

(Kelley et al., 2015). Após este passo, foi realizado a verificação das 

homologias nos programas ERRAT (site: https://www.doe-mbi.ucla.edu/errat/) 

(Colovos; Yeates, 1993), Verify 3D (site: https://www.doe-mbi.ucla.edu/verify3d/) 

(Bowie; Lüthy; Eisenberg, 1991; Lüthy; Bowie; Eisenberg, 1992), PROCHECK 

(Laskowski et al., 1993), Ramachandran (Ramachandran, 1968) e ProsaWeb, 

selecionando assim, a melhor homologia. As simulações de docking foram 

feitas usando o algoritmo genético implementado no programa GOLD (2022.1 

CSD Release) (Jones et al., 1997) e os parâmetros de cálculos foram definidos 

como: tamanho da população 100, pressão de seleção 1,1, número de 
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operações 100.000, o número de ilhas 5, o tamanho do nicho 2, as corridas de 

encaixe 10 e os pesos dos operadores para migração, mutação e cruzamento 

foram 10, 95 e 95, respectivamente. Os sítios de ligação dos compostos foram 

detectados usando o software CAVITY (Yuan; Pei; Lai, 2013). O desenho das 

estruturas dos compostos foi feito no programa ChemDraw Ultra versão 11.0. 

 

 

5.6 ANÁLISE IN VITRO 

 

5.6.1 Curva de Proliferação 

 

Promastigotas na 2a passagem (repique), na concentração de 1 x105 

células/mL foram adicionados em falcons de 15 mL contendo meio LIT para 

Leishmania (L.) amazonensis, e Schineider para Leishmania (L.) infantum 

chagasi, e mantidos a 25ºC. Diariamente, uma alíquota foi removida e o 

número de promastigotas determinado utilizando uma câmara de Neubauer 

(ARRAIS-SILVA et al., 2005). Para a determinação da curva de proliferação 

foram realizados três experimentos independentes em triplicata. 

 

 

5.6.2 Citotoxicidade em Macrófagos, Avaliação da Atividade Anti-

Promastigota, Anti-Amastigota, e Índice de Seletividade (IS) e de 

Especificidade (InEs) 

 

 

5.6.2.1 Avaliação da Citotoxicidade em Macrófagos 

 

A citotoxicidade foi avaliada pelo método de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio brometo (MTT) utilizando macrófagos peritoneais murinos para 

a determinação do CC50 conforme descrito por Folquitto et al. (2017). Para 

tanto, foram utilizados macrófagos peritoneais murinos mantidos em meio 

RPMI 1640 a 37°C e 5% de CO2, dispostos em placas de 96 poços na razão de 

1 x 106 por poço, onde se adicionou os compostos a serem avaliados nas 

concentrações de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90 μg/mL e 
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incubados por 24, 48 e 72 horas. Após a incubação, foram adicionados 10 μL 

de MTT (na concentração de 5 mg/mL) por poço, com nova incubação de 4 

horas. As células foram lisadas com dimetilsulfóxido (DMSO) e avaliadas em 

espectrofotômetro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570 nm para 

determinação do CC50 por comparação ao controle sem adição de compostos 

ou fármacos (Pereira et al., 2011; Folquitto et al., 2017; Espuri et al., 2019). A 

densidade óptica obtida foi então convertida à porcentagem de inibição usando 

a equação (1), para que então por análise de regressão dos dados possa ser 

determinada o CC50 (Pereira, 2010).  

 

 

 

O DMSO foi usado como controle negativo e a pentamidina como 

medicamento de referência.  

 

 

5.6.2.2 Avaliação da Atividade Anti-Promastigota em Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi 

 

A avaliação da atividade dos compostos contra formas promastigotas foi 

realizada pelo método da resazurina para a determinação do EC50-PRO 

conforme descrito em Folquitto et al. (2017) nas espécies de Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi nas fases lag e log da curva 

de proliferação, incubadas por 24, 48 e 72 horas com os derivados de 

pentamidina. Para tanto, formas promastigotas de Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi foram mantidas em meio LIT 

e Schneider, respectivamente, suplementados com 10% de SFB em estufa a 

25°C. Para a realização dos testes foram transferidas 1 x 106 células/mL por 

poço para placas de 48 poços, onde se adicionou os compostos a serem 

avaliados nas concentrações de 50; 10; 5 e 0,1 μg/mL. Após os tempos de 

incubação a 25°C, foram adicionados 50 μL de resazurina de sódio em cada 

poço. Após 6 horas de incubação, as células foram avaliadas em 

espectrofotômetro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 à 570 nm e 

Equação (1) → %Inibição = [(DOcontrole – DOcomposto)/DOcontrole]x100 
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600nm para a determinação do EC50-PRO, tendo como controle leishmanias em 

meio de cultura sem a adição de compostos ou fármacos. Este EC50-PRO foi 

então comparado ao EC50-PRO do fármaco de referência (pentamidina) (Pereira 

et al., 2011).  

 

 

5.6.2.3 Avaliação da Atividade Anti-Amastigota em Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi 

 

Para avaliação da atividade leishmanicida em amastigotas, foram 

utilizados macrófagos peritoneais murinos, mantidos em meio RPMI-1640 a 

37°C e 5% de CO2, em placas de 24 poços. Após 24 horas, removeu-se os 

macrófagos não aderidos e estas células foram infectadas com promastigotas 

de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi na fase 

estacionária da curva de proliferação na razão de 10:1. No dia seguinte à 

infecção, removeu-se os parasitas não internalizados, e posteriormente se 

adicionou os compostos a serem avaliados nas concentrações de 40, 10, 5 e 

0,1 μg/mL e incubados por 72 horas a 37°C e 5% de CO2, quando então foram 

fixadas com metanol e coradas com Giemsa (MERCK®) a 10% para posterior 

análise por microscopia óptica. Para avaliar o efeito dos compostos se avaliou 

o número de amastigotas/macrófago e o número de macrófagos infectados. A 

porcentagem de células infectadas foi levada em consideração para a 

ilustração dos resultados, uma vez que estes são expressos como EC50-AMA 

(Folquitto et al., 2017; Espuri et al., 2019). O fármaco de referência utilizado 

neste ensaio foi a pentamidina (Pereira, 2010).  

 

 

5.6.2.4 Índice de Seletividade (IS) e de Especificidade (InEs) 

 

O IS é a razão entre CC50 e EC50 considerando-se a mesma substância, 

segundo Pereira (2010), representado pela equação 2:  

 

 

Equação (2) → IS= CC50/EC50 
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O InEs é calculado pela razão entre o EC50-PRO e o EC50-AMA, tendo como 

objetivo determinar a especificidade dos compostos para as formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania spp. (MUYLDER et al., 2011) 

(Equação 3). 

 

 

 

 

5.7 ANÁLISE IN VITRO - MECANISMO DE AÇÃO 

 

5.7.1 Bioenergética Mitocondrial 

 

5.7.1.1 Potencial de Membrana Mitocondrial (ΔΨ)  

 

O ΔΨ foi realizado conforme descrito por Inacio e colaboradores (2014) 

e adaptado por Peloso e colaboradores (2020). Resumidamente, as 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) chagasi (1 x 

107 células/mL) na fase log da curva de proliferação foram tratadas ou não 

(controle) com os valores específicos de EC50-PRO (definidos nos experimentos 

referenciados no item 5.6.2.2) dos compostos que apresentaram significativos 

IS, em seus respectivos tempos de incubação. Após a incubação, as células 

foram lavadas e ressuspensas em tampão fosfato (pH 7,4) e incubadas por 

trinta minutos com a sonda JC-10 na concentração de 10mg/mL a 25ºC. Após 

esse período, as promastigotas foram lavadas duas vezes e ressuspensas em 

tampão fosfato (pH 7,4) e o ΔΨ foi determinado em comprimentos de onda de 

excitação de 530 nm e 590 nm e de emissão de 480 nm, utilizando um 

espectrofluorímetro (Varian Cary Eclipse Fluorescence®). Como controle 

positivo do desacoplamento, os parasitas foram incubados com 100uM de 

CCCP (cianeto de carbonila m-clorofenil-hidrazona).  

 

 

5.7.1.2 Produção de ATP  

Equação (3) → InEs= EC50-PRO/EC50-AMA 
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A determinação da concentração de ATP foi realizada utilizando o kit ATP 

Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (MAK190) conforme descrito em Peloso et 

al. (2011). Brevemente, assim como no item 5.7.1.1, as promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis (1 x 107 células/mL) na fase log da curva de 

proliferação foram tratadas ou não (controle) com os valores específicos de 

EC50-PRO (definidos nos experimentos referenciados no item 5.6.2.2) dos 

compostos que apresentaram significativos IS, em seus respectivos tempos de 

incubação. Após a incubação, as células foram colhidas por centrifugação 

(1000 × g à 4°C) e lavadas em PBS. A concentração de ATP foi determinada 

pela fosforilação do glicerol, o que resultou em produto fluorométrico 

proporcional à concentração de ATP. A fluorescência foi determinada nos 

comprimentos de onda de excitação e emissão de 535 nm e 587 nm, 

respectivamente, em placas pretas com fundo preto de 96 poços usando um 

espectrofluorímetro (Varian Cary Eclipse Fluorescence®).  

 

 

5.7.2 Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

A produção de H2O2 foi realizada conforme descrito em Peloso et al. 

(2020). Brevemente, assim como no item 5.7.1.1, as promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) chagasi (1 x 107 células/mL) na 

fase log da curva de proliferação foram tratadas ou não (controle) com os 

valores específicos de EC50-PRO (definidos nos experimentos referenciados no 

item 5.6.2.2) dos compostos que apresentaram significativos IS, em seus 

respectivos tempos de incubação. Após a incubação, as células foram colhidas 

por centrifugação (1000×g à 4°C) e lavado em PBS, e posteriormente 

incubadas no tampão de reação 1X de Kit Amplex Red® na presença de 

succinato 5 mM, digitonina 40 μM, horseradish peroxidase 0,1 U/mL e Amplex 

Red 25 μM (Molecular Probes®). A fluorescência foi monitorada nos 

comprimentos de onda de excitação e emissão de 571 nm e 585 nm, 

respectivamente, em placas pretas de 96 poços usando um espectrofluorímetro 

(Varian Cary Eclipse Fluorescence®). A correlação quantitativa entre a 

fluorescência e o H2O2 liberado pelas células foi determinada como descrito por 
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Peloso et al. (2012).  

 

 

5.7.3 Produção de NADPH  

 

A produção de NADPH foi determinada como descrito em Mielniczki-

Pereira et al. (2007). Brevemente, assim como no item 5.7.1.1, as 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) chagasi (1 x 

107 células/mL) na fase log da curva de proliferação foram tratadas ou não 

(controle) com os valores específicos de EC50-PRO (definidos nos experimentos 

referenciados no item 5.6.2.2) dos compostos que apresentaram significativos 

IS, em seus respectivos tempos de incubação. Após a incubação, as células 

foram colhidas por centrifugação (1000×g à 4°C) e lavadas em PBS. 

Posteriormente, a atividade combinada da glicose-6-fosfato desidrogenase 

(G6PD) e 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGD) foi medida pela adição de 

1x106 cel/mL no tampão de reação (50mM Tris-HCL, pH 7,6, 50 mM KCL, 0,1% 

Triton X-100, 250 mM NADP+, 2 mM MgCL2, 1 mM 6-fosfogluconato e 1 mM 

glicose-6-fosfato) e o curso de redução do NADP+ foi medido em 340nm. 

 

 

5.7.4 Avaliação da tripanotiona redutase (TryR) 

 

A avaliação da atividade da TryR foi determinada como descrito em 

Bogaart et al. (2014). Brevemente, assim como no item 5.7.1.1, promastigotas 

de Leishmania (L.) amazonensis (1 x 107 células/mL) na fase log da curva de 

proliferação foram tratadas com os valores específicos de EC50-PRO (definidos 

nos experimentos referenciados no item 5.6.2.2) dos compostos que 

apresentaram significativos IS, em seus respectivos tempos de incubação. 

Após a incubação, as células foram colhidas por centrifugação e lavadas em 

PBS. Posteriormente, as amostras foram quimicamente lisadas por incubação 

de 15 minutos com tampão de lise (EDTA (1 mM), HEPES (40 mM), Tris (50 

mM; pH7,5) e Triton X-100 (2% vol/vol). Imediatamente antes da utilização, o 

tampão foi suplementado com inibidor de proteases, fluoreto de 

fenilmetanosulfonilo a uma concentração final de 1 mM. A atividade de TryR foi 
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medida pela adição de 1x107 cel/mL dispensados no poço de ensaio de uma 

placa de 96 poços, acrescentando NADPH (200 μM), tripanotiona (T[S]2) (75 

μM) e DTNB (100 μM), respectivamente. A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro UV/VIS (Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550) à 512 nm por 

40 minutos. A densidade ótica medida no branco foi subtraída do sinal 

correspondente ao da amostra, obtendo-se assim a atividade da TryR 

responsável pela produção de 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB2). 

 

 

5.7.5 Apoptose  

 

O Kit Alexa FluorTM 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (Thermo 

Fisher Scientific) foi utilizado para determinar a frequência de células que 

externalizaram a fosfatidilserina. Brevemente, assim como no item 5.7.1.1, as 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (1 x 107 células/mL) na fase log 

da curva de proliferação foram tratadas ou não (controle) com os valores 

específicos de EC50-PRO (definidos nos experimentos referenciados no item 

5.6.2.2) dos compostos que apresentaram significativos IS, em seus 

respectivos tempos de incubação. Após a incubação, as células foram colhidas 

por centrifugação (1000×g à 4°C) e lavadas em PBS. Em seguida, o 

precipitado de células foi ressuspendido em 100 µL de tampão de ligação de 

anexina (conforme especificações do fabricante) e foi adicionado a anexina V 

conjugada a AF488 (2,5µL) e iodeto de propídeo (1µ). As amostras foram 

incubadas, protegidas da luz e em temperatura ambiente, por 30 minutos. A 

análise foi realizada no citômetro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT) usando 

o software GuavaSoft 2.7. 

 

 

5.7.6 Análise Estatística  

 

A análise estatística foi realizada usando regressão não linear seguida 

pela análise do teste de Tukey. Diferenças foram considerados significativas 

quando o p-valor foi menor que 0,05. Todos os ensaios foram realizados pelo 

menos por três experimentos independentes em triplicata. 
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5.8 ENSAIOS IN VIVO 

 

5.8.1 Animais de Experimentação  

 

Hamsters dourados (Mesocricetus auratus) machos recém-desmamados 

foram mantidos em caixas esterilizadas com material absorvente, recebendo 

água e alimento ad libitum. Os animais foram infectados por via intraperitoneal 

com 1x108 amastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi 

(MHOM/BR/1972/cepa46) provenientes de um baço de outro animal infectado. 

A avaliação da atividade anti-Leishmania in vivo dos compostos PQM 

250 e PQM 254 foi realizada em hamsters dourados (Mesocricetus auratus) 

tratados por via oral (15 mg/Kg/dia) e o glucantime® (50 mg/kg/dia) (fármaco 

de referência) tratados por via intraperitoneal. Os compostos selecionados para 

o ensaio in vivo foram o PQM 250, PQM 254, já que apresentaram menor 

toxicidade e IS satisfatórios, além de estarem em estudos sobre mecanismo de 

ação. Ao final de dez dias de tratamento, os animais foram sacrificados em 

câmara de CO2, sendo removidos fragmentos do fígado e do baço, 

imediatamente pesados para avaliação da carga parasitária, citocinas pro e 

anti-inflamatórias; e o restante do órgão foi separado e armazenado em formol 

para posterior análise histopatológica futuras. As amastigotas foram obtidas por 

meio de centrifugação diferencial do baço de hamsters previamente infectados 

e o número de parasitas foi determinado pelo método de Stauber (1958).  

 

 

5.8.2 Tratamento  

 

Após 60 dias de infecção, os animais receberam tratamento durante 10 

dias consecutivos de acordo com o grupo alocado. Também foram utilizados 

um grupo de animais infectados e sem tratamento, com a mesma idade dos 

demais que será utilizado como grupo controle. 

Os grupos experimentais, número de animais em cada grupo e a 

logística de tratamento estão representados na Tabela 1, a seguir. 

 

 



51 
 

Tabela 1 - Grupos dos ensaios in vivo. 
Grupo Tratamento Dose/Via/Veículo Total de animais 

(1) - - 6 

(2) PQM 250 

15 mg/Kg/dia 

Oral 

Óleo de milho 

6 

(3) PQM 254 

15 mg/Kg/dia 

Oral 

Óleo de milho 

6 

(4) Glucantime® 

50 mg/kg/dia 

Intraperitoneal 

PBS 

6 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Nota: (1): Grupo de animais infectados e não tratados; (2) Grupo de animais infectados 

e tratados com o derivado PQM 250; (3) Grupo de animais infectados e 
tratados com o derivado PQM 254; (4) Grupo de animais infectados e tratados 
com o fármaco Glucantime®. 

 

 

5.8.3 Extração de RNA de Leishmania (L.) infantum chagasi e síntese de 

cDNA 

 

Os fragmentos dos órgãos com aproximadamente 200 mg foram 

removidos e congelados imediatamente a -80ºC para posterior extração de 

RNA usando um kit (RNeasy Mini Kit). Na sequência, as amostras de RNA 

foram reversamente transcritas para cDNA. A obtenção de cDNA foi feita 

conforme descrita por Reimão et al. (2011). As amostras foram congeladas a -

20°C para posterior uso em PCR quantitativo em tempo real, marcador 

molecular da PCR em tempo real single. Para a PCR em tempo real foram 

utilizadas sondas de hidrólise do tipo TaqMan, duplamente marcadas. Na 

extremidade 5’-end foi ligado covalentemente um fluoróforo FAM (6-carboxy-

fluorescein). Na extremidade 3’-end, foi ligado um “quencher” NFQ (non-

fluorescent quencher). O desenho das sequências foi a do LINJ31, cujas 

condições de realização foram descritas por Colombo et al. (2011). 
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5.8.4 Quantificação da carga parasitária in vivo por PCR em tempo real 

 

Para a avaliação do tratamento pela PCR em tempo real foi utilizada a 

curva padrão para determinar o número absoluto de parasitas presentes por 

mg de amostra, conforme descrito por Reimão et al. (2011). O número de 

parasitas por grama de órgão foi calculado com base na regressão linear e a 

partir da curva padrão obtida com DNA das formas promastigotas. As análises 

estatísticas foram realizadas usando Test-t de student com Mann Whitney com 

significância em p < 0,05. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A investigação por novas possibilidades quimioterápicas contra as 

leishmanioses tem como intuito a busca por moléculas alternativas que 

apresentem baixa toxicidade aos humanos e que tenham especificidade pelos 

parasitas, levando-os à morte ou à redução de sua proliferação (SINGH et al., 

2023). A nova série de derivados de pentamidina tem o potencial de revelar 

compostos inovadores como candidatos promissores para o tratamento da 

leishmaniose. Além disso, essa investigação busca compreender os 

mecanismos de ação desses compostos por meio de ferramentas bioquímicas, 

análise in silico e experimentos in vivo. 

 

 

6.1 ANÁLISE IN SILICO 

 

6.1.1 Lipofilicidade, Previsões ADMET e Regra dos 5 de Lipinski 

 

A lipofilicidade refere-se à capacidade de dissolver-se em substâncias 

apolares, sendo um fator importante para a eficácia dos fármacos (Arnott; 

Planey, 2012; Klein et al., 2021). Ela atua como indicativo da capacidade de 

uma molécula em atravessar membranas celulares. Dessa forma calculou-se 

os valores de LogP dos compostos testados (Tabela 2). 

O valor LogP determinado é a razão entre a concentração das 

substâncias na fase orgânica e sua concentração na aquosa. De acordo com 

Tavares (2004), para que exista balanço entre a permeabilidade membranar e 

solubilidade, os valores de LogP devem variar de 2 a 5 (Alves et al., 2023). 

Neste contexto, é possível verificar que os compostos apresentaram maior 

lipofilicidade em comparação à própria pentamidina. Isso significa que eles 

permeiam mais facilmente as membranas celulares, o que facilita sua 

capacidade de atingir os protozoários, especialmente as formas amastigotas, 

que estão localizadas no meio intracelular (Zolek et al., 2019). 
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Tabela 2 - Valores de LogP da pentamidina e seus derivados. 

Compostos LogPa 

PQM 250 4,04 

PQM 251 4,44 

PQM 252 4,71 

PQM253 4,37 

PQM 254 3.44 

PQM 256 4.93 

PQM 257 5,02 

PQM 258 4,86 

PQM 259 3,93 

PQM 261 5,34 

PQM 262 5,48 

Pentamidina 2,84 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
Nota: a Valores expressos de LogP (octanol/água) utilizando programa ChemDraw 

Ultra versão 11.0.  
 

De acordo com essa análise, maiores valores de LogP espera-se 

melhores atividades dos compostos derivados de pentamidina contra as 

diferentes formas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum 

chagasi devido a melhor permeabilidade membranar, quando comparados ao 

fármaco de referência (Soliman et al., 2021).  

Paralelamente, foram realizadas as previsões ADMET pela plataforma 

SWISSADME, plataforma online que analisa através da estrutura química de 

compostos, parâmetros de farmacocinética como absorção gastrointestinal, 

barreira hematoencefálica, permeabilidade glicoproteica e permeabilidade na 

pele (Log Kp). Além disso, também foram analisadas a possível inibição por 

proteínas da família do citocromo P450. Para o presente ensaio, os resultados 

dos compostos foram comparados com os parâmetros ADMET dos fármacos 

pentamidina e glucantime® (GLU) (Tabela 3). 

Os resultados indicaram que os compostos apresentam alta absorção 

gastrointestinal, sugerindo que poderiam ser administrados por via oral com 

boa biodisponibilidade. Em relação à barreira hematoencefálica (BHE), os 

compostos mostraram uma capacidade limitada de atravessá-la, similar à 

pentamidina, o que pode ser vantajoso para evitar efeitos adversos no sistema 

nervoso central, mantendo a eficácia no tratamento da leishmaniose. 

Quanto à permeabilidade glicoproteica (Pgp), que atua como uma 
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bomba de efluxo, limitando a biodisponibilidade de fármacos e sua capacidade 

de atravessar barreiras biológicas, o composto PQM 250 apresentou uma 

interação com a Pgp. Isso sugere que esses compostos poderiam ter uma 

biodisponibilidade mais favorável e uma maior eficácia terapêutica, uma vez 

que seriam menos propensos a serem rapidamente eliminados pelas células-

alvo, otimizando sua ação no organismo. 

Por fim, a maioria dos derivados demonstrou uma inibição eficaz das 

enzimas citocromo P450 de Leishmania, com atividade superior à observada 

para a pentamidina e o glucantime®. Esse dado sugere que os compostos 

investigados possuem um mecanismo de ação promissor para interromper a 

infecção pelo parasita, oferecendo potencial para o desenvolvimento de 

terapias mais eficazes no combate à leishmaniose. 

 

Tabela 3 - Previsões ADMET dos compostos derivados da pentamidina 
comparados com os fármacos de referência pentamidina e 
glucantime®. 

Parâmetros 
AGI BHE Pgp Log Kp 

CPY450 

1A2 

CPY450 

2C19 

CPY450 

2C9 

CPY450 

2D6 

CPY450 

3A4 Compostos 

PQM250 Alto Não Sim -5,57 Sim Sim Sim Não Não 

PQM251 Alto Não Não -5,3 Sim Sim Sim Não Não 

PQM252 Alto Não Não -5,52 Sim Sim Sim Não Não 

PQM253 Alto Não Não -5,36 Sim Sim Sim Não Não 

PQM254 Alto Não Não -6,14 Não Não Sim Não Não 

PQM256 Alto Não Não -5,12 Sim Sim Sim Não Não 

PQM257 Alto Não Não -5,34 Sim Sim Sim Não Não 

PQM258 Alto Não Não -5,18 Sim Sim Sim Não Não 

PQM259 Alto Não Não -5,96 Sim Não Não Não Não 

PQM261 Alto Não Não -5,01 Sim Sim Sim Não Não 

PQM262 Alto Não Não -4,88 Sim Sim Sim Não Não 

Pent Alto Não Não -9,80 Não Não Não Não Não 

GLU Baixa Não Não -11,34 Não Não Não Não Não 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 

Legenda: GLU – Glucantime®; Pent – Pentamidina; AGI – Absorção gastrointestinal; 
BHE – Barreira hematoencefálica; Pgp – Permeabilidade glicoproteica; Log 
Kp – Permeabilidade à pele; CYP – Citocromo. 

Nota: Alto/Baixa significa o grau de absorção gastrointestinal pelo composto; Não/Sim 
significa se o composto atravessa a barreira hematoencefálica, apresenta 
permeabilidade glicoproteica e se inibem o cinetocromo. 
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Um ensaio também já realizado com os compostos derivados da 

pentamidina analisou as propriedades físico-químicas para avaliar seu 

potencial administração por via oral em estudos in vivo. Neste caso, foram 

avaliados parâmetros essenciais, como a massa molecular, os aceptores de 

ligação de hidrogênio, a função doadora de hidrogênio e o coeficiente de 

partição (Log P). Conforme apresentado na Tabela 2, os valores de Log P dos 

compostos confirmaram-se compatíveis com os calculados pelo programa 

ChemDraw, garantindo maior confiabilidade aos dados. De acordo com Lipinski 

et al. (2001), os pontos de corte de cada parâmetro, conhecidos como 'Regras 

dos 5', devem ser próximos ou múltiplos de 5, incluindo a solubilidade em água, 

para prever a biodisponibilidade oral. Em comparação com os fármacos 

controle pentamidina e glucantime®, observou-se que a maioria dos compostos 

testados não apresentou violações às Regras dos 5 de Lipinski, com exceção 

do composto PQM 262, que, assim como os fármacos de referência, 

apresentou violações. 

 
Tabela 4 - Regra dos 5 de Lipinski. 

Lipinsk 
Solubilidade em 

água 
MM 

(≤500) 
ALH (≤ 

10) 
DLH 
(≤5) 

Log P 
(≥5) 

Violações 

PQM250 MS 345,76 5 1 4,04 0 
PQM251 MS 362,21 4 1 4,44 0 
PQM252 MS 406,66 4 1 4,71 0 
PQM253 MS 341,79 4 1 4,37 0 
PQM254 MS 371,78 6 2 3,44 0 
PQM256 MS 365,74 6 1 4,93 0 
PQM257 MS 410,19 6 1 5,02 0 
PQM258 MS 345,32 6 1 4,86 0 
PQM259 MS 375,3 8 2 3,93 0 
PQM261 MS 359,35 6 1 5,34 0 
PQM262 MS 400,19 6 1 5,48 1 

Pent MS 340,37 4 1 2,84 1 
GLU OS 365,98 9 7 -2,9 1 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 

Legenda: Pent - Pentamidina; GLU – Glucantime®; MS – moderadamente solúvel; PS 
– Pouco solúvel; MM- massa molecular; ALH – aceptor de ligação de 
Hidrogênio; DLH – doador de ligação de Hidrogênio; Log P – Coeficiente de 
Partição. 

 

A regra dos 5 de Lipinski é uma ferramenta amplamente utilizada para 

avaliar a viabilidade de compostos com propriedades farmacêuticas desejáveis, 

particularmente no contexto de administração oral. Ela se baseia na premissa 
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de que compostos ativos por via oral não devem ter moléculas excessivamente 

polares, o que pode comprometer sua biodisponibilidade. De acordo com essa 

regra, os compostos não devem violar mais de um parâmetro para serem 

considerados bons candidatos a fármacos orais (Masood, 2017). 

Especificamente, quando um composto apresenta baixa absorção ou 

permeabilidade, isso geralmente está associado a violações em mais de um 

critério das Regras dos 5. Esses compostos, em geral, possuem mais de cinco 

doadores de ligação de hidrogênio, uma massa molar superior a 500, um 

coeficiente de partição (Log P) maior que cinco e a soma dos átomos de 

nitrogênio e oxigênio maior que dez (Lipinski et al., 2001). Tais características 

podem dificultar a passagem através das membranas celulares e reduzir a 

solubilidade, afetando a absorção e, consequentemente, a eficácia terapêutica 

do composto. 

Portanto, ao aplicar a regra dos 5 de Lipinski, é possível racionalizar o 

design de novos compostos, ajustando suas propriedades para otimizar a 

absorção oral e a eficácia clínica. Vale ressaltar que, embora a violação das 

regras possa indicar desafios, não significa que um composto esteja 

automaticamente descartado. A modificação de sua estrutura, como a 

introdução de grupos funcionais que favoreçam a solubilidade ou a alteração 

do perfil de lipofilicidade, pode superar esses obstáculos, possibilitando o 

desenvolvimento de fármacos orais mais eficazes. Adicionalmente, para 

aprofundar os estudos in silico com os derivados da pentamidina, buscou-se 

identificar proteínas/enzimas específicas que possivelmente estão envolvidas 

no mecanismo de ação. Este processo baseou-se na literatura, a qual descreve 

ações da pentamidina e orientou a execução do docking molecular. 

 

 

6.1.2 Modelagem molecular e docking 

 

Os estudos de docking têm sido amplamente utilizados para predizer a 

interação entre proteínas e ligantes, com base nas energias de ligação entre 

ambos (Venkatesan et al., 2010). Para este estudo, foram utilizadas algumas 

sequências de proteínas coletadas do banco de dados PDB para a modelagem 

(Tabela 5). 
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Tabela 5 - Identificação PDB dos organismos para modelagem de acordo com 
as proteínas específicas. 

Proteína Organismo Identificação PDB 

Glicose-6-fosfato 

desidrogenase 

Sequência de aa de T. 

cruzi 

5AQ1 

Topoisomerase I Sequência de aa de L. 

donovani 

2B9S 

Topoisomerase II Sequência de aa de 

Saccharomyces 

cerevisiae 

1BJT 

Tripanotiona Sintase Sequência de aa de L. 

major 

2VOB 

Tripanotiona Redutase Sequência de aa de L. 

infantum 

2JK6 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 

 

Conforme descrito previamente por Piacenza (2009) o sistema 

antioxidante exclusivo de Leishmania spp. torna suas moléculas envolvidas 

nesse processo candidatas promissoras para o desenvolvimento de uma 

terapia mais específica. Sendo assim, optou-se por trabalhar com a glicose-6-

fosfato desidrogenase, tripanotiona sintase e redutase, topoisomerase I e II, 

além de estudos mostrarem que o mecanismo de ação da pentamidina estaria 

envolvido com estes fatores.  

Com base nas sequências de proteínas apresentadas na Tabela 5, a 

modelagem foi realizada por homologia, seguida de testes de qualidade das 

proteínas utilizando programas específicos. A homologia mais validada nas 

verificações foi escolhida, e a melhor sequência disponível no Protein Data 

Bank (PDB) foi utilizada para a identificação dos sítios ativos das proteínas, por 

meio do programa Cavity, que detecta e define as cavidades de ligação do 

ligante nas superfícies das proteínas. O docking molecular foi então realizado 

(Tabela 6). No entanto, vale destacar que o docking não pôde ser realizado 

para a proteína topoisomerase II, uma vez que a modelagem não apresentou 

qualidade ideal para análise. 
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Tabela 6 - Função de avaliação (score function) do docking molecular dos 
derivados da pentamidina com diferentes proteínas. 

Leishmania (L.) amazonensis 

Proteína / 

Compostos  

PQM 

250 

PQM 

251 

PQM 

252 

PQM 

253 

PQM 

254 

PQM 

256 

PQM 

257 

PQM 

258 

PQM 

259 

PQM 

261 

PQM 

262 

Glicose-6-

fosfato 

desidrogenase 

-

64.85 

-

60.89 

-

54.33 

-

63.38 

-

49.67 

-

59.98 

-

61.43 

-

64.92 

-

56.92 

-

69.24 

-

66.83 

Topoisomerase I -

53.73 

-

53.01 

-

54.63 

-

56.46 

-

58.48 

-

53.16 

-

53.01 

-

54.41 

-

46.62 

-

56.66 

-

60.51 

Tripanotiona 

sintase 

-

66.61 

-

57.46 

-

51.68 

-

66.36 

-

59.67 

-

71.45 

-

68.88 

-

71.89 

-

60.10 

-

70.80 

-

74.29 

Tripanotiona 

redutase 

-

58.39 

-

55.38 

-

53.00 

-

57.22 

-

53.48 

-

63.47 

-

65.65 

-

66.83 

-

59.68 

-

73.46 

-

68.35 

Leishmania (L.) infantum 

Proteína / 

Compostos  

PQM 

250 

PQM 

251 

PQM 

252 

PQM 

253 

PQM 

254 

PQM 

256 

PQM 

257 

PQM 

258 

PQM 

259 

PQM 

261 

PQM 

262 

Glicose-6-

fosfato 

desidrogenase 

-

63.90 

-

63.53 

-

64.12 

-

62.46 

-

65.67 

-

68.56 

-

63.13 

-

63.71 

-

67.75 

-

68.93 

-

70.75 

Topoisomerase I -

57.72 

-

61.99 

-

55.92 

-

60.66 

-

61.38 

-

63.90 

-

63.78 

-

58.41 

-

66.14 

-

68.83 

-

68.46 

Tripanotiona 

sintase 

-

63.06 

-

60.98 

-

57.23 

-

62.93 

-

63.23 

-

65.41 

-

66.75 

-

67.31 

-

69.23 

-

72.30 

-

68.92 

Tripanotiona 

redutase 

-

80.46 

-

81.52 

-

83.34 

-

82.32 

-

79.26 

-

72.71 

-

75.73 

-

76.04 

-

66.31 

-

82.02 

-

86.06 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Nota: Docking sinalizados de cinza se destacam por apresentarem melhor qualidade 

ligação à proteína.  

 

A Tabela 6 apresenta alguns parâmetros (destacados em cinza) que 

indicam que o composto sinalizado, quando comparado aos outros, 

demonstrou melhor qualidade de interação. Isso sugere que o composto se liga 

de maneira mais eficiente à proteína específica, impedindo sua atividade e 

afetando, assim, o metabolismo dependente dessa proteína, o que pode levar à 

morte celular. 

A relação dos melhores resultados de docking com os valores de 

citotoxicidade (Tabela 7) sugere que o derivado PQM 261 possui a melhor 

qualidade de ligação com a maioria das proteínas estudadas em todas as 

cepas analisadas, quando comparado aos derivados PQM 250 e PQM 254. 

Essa correlação positiva entre os resultados de docking e citotoxicidade é um 

indicativo de que, além de se ligarem eficientemente às proteínas-alvo, esses 

compostos têm impacto biológico direto na viabilidade do parasita. 
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Além disso, os compostos derivados da pentamidina apresentam uma 

vantagem significativa, pois a maioria deles não violou as regras de Lipinski, 

conforme os parâmetros físico-químicos avaliados, como o coeficiente de 

partição Log P (Tabela 2). Isso sugere que esses compostos possuem 

propriedades favoráveis à absorção oral, o que é crucial para o 

desenvolvimento de fármacos que possam ser administrados de forma mais 

conveniente, oferecendo uma alternativa mais eficaz no tratamento da 

leishmaniose. A identificação de compostos com essas características pode 

superar as limitações dos tratamentos atuais, que possuem eficácia limitada e 

efeitos colaterais indesejáveis. 

 

Tabela 7 - Relação dos compostos promissores com o docking molecular, 
mostrando a melhor qualidade de ligação em cada espécie de 
Leishmania. 

 

Espécies 

 

Proteínas/Enzimas 

Compostos 

PQM 

250 

PQM 

254 

PQM 

261 

Leishmania (L.) 

amazonensis 

Glicose-6-fosfato 

desidrogenase 

-64.85 -49.67 -69.24 

Topoisomerase I -53.73 -58.48 -56.66 

Tripanotiona sintase -66.61 -59.67 -70.8 

Tripanotiona redutase -58.39 -53.48 -73.46 

Leishmania (L.) 

infantum 

Glicose-6-fosfato 

desidrogenase 

-63.9 -65.67 -68.93 

Topoisomerase I -57.72 -61.38 -68.83 

Tripanotiona sintase -63.06 -63.23 -72.3 

Tripanotiona redutase -80.46 -79.26 -82.02 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Nota: Valores destacados em cinza significam que apresentou melhor qualidade de 

ligação quando comparados aos demais derivados da pentamidina, de acordo 
com a enzima específica. 

 
 

Embora os resultados sejam promissores, algumas limitações devem ser 

consideradas. A modelagem de topoisomerase II não foi ideal, o que impede 

uma análise completa dessa proteína como alvo terapêutico. Futuras melhorias 

na modelagem molecular ou obtenção de dados experimentais podem 
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melhorar a análise dessa proteína. Além disso, a validação dos resultados de 

docking por meio de ensaios in vitro e in vivo será crucial para confirmar a 

eficácia e a especificidade dos compostos, além de sua viabilidade terapêutica. 

A modelagem de proteínas desempenha um papel crucial na identificação de 

novos alvos terapêuticos, e os resultados aqui apresentados fornecem uma 

base sólida para a otimização dos compostos derivados da pentamidina. 

Com base nas análises realizadas e nas pesquisas sobre a atividade e 

mecanismos de ação da pentamidina, foram definidos ensaios adicionais para 

elucidar as possíveis vias pelas quais os derivados da pentamidina afetam a 

Leishmania. Esses ensaios ajudarão a aprofundar o entendimento dos 

mecanismos de ação dos compostos, fornecendo informações valiosas para o 

desenvolvimento de terapias mais específicas e eficazes contra a 

leishmaniose. 

 

 

6.2 ISOLAMENTO E MANUTENÇÃO DE Leishmania spp. 

 

A diferenciação in vitro de amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis 

e Leishmania (L.) infantum chagasi em promastigotas foi observada por 

microscopia óptica, cujo resultado corrobora com os achados na literatura. A 

primeira etapa visível neste processo é o alongamento de um flagelo móvel, 

que ocorre antes da divisão celular, e após esta primeira divisão, ambas as 

células filhas apresentam um flagelo móvel (Gadelha; Cunha-e-Silva; De 

Souza, 2013). Outro fator visível é a mudança da morfologia do parasita, onde 

as amastigotas esféricas passam a se tornar mais alongadas. Segundo Ambit e 

colaboradores (2011), é importante analisar morfologicamente os diferentes 

tipos de células promastigotas, já que essas sofrem mudanças durante o ciclo 

celular em cultivo in vitro. Um estudo demonstrou que à medida que uma 

promastigota prossegue no ciclo celular, ela se duplica e, em seguida, reduz 

seu comprimento celular à metade. Além disso, ao contrário de muitos outros 

organismos, as duas células-filhas produzidas pela divisão celular de formas 

promastigotas de Leishmania são diferentes. Ou seja, uma herdará o flagelo 

antigo e, portanto, mais longo, e a outra o flagelo novo mais curto, de modo 

que a divisão pode gerar duas células-filhas com comprimentos de flagelo 
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diferentes (Wheeler; Gluenz; Gull, 2011). 

No entanto, o desenvolvimento do ciclo de vida é considerado uma via 

de mão única, em que à medida que o parasita passa por cada etapa, ele se 

compromete a se diferenciar para o próximo estágio do ciclo de vida, sem ser 

capaz de reverter o estágio anterior. Isso significa que haverá diferenças 

significativas entre os parasitas nos seus diferentes estágios do ciclo de vida, e 

estas vão muito além da morfológica, a exemplo das variações no metabolismo 

celular e na expressão de proteínas de membrana (Inbar et al., 2017; Freitas-

Mesquita et al., 2021). Em vista disso, a determinação da curva de proliferação 

da Leishmania utilizada na pesquisa revelou-se de extrema importância, já que 

o parasita se comporta de maneiras distintas em cada fase (Mule et al., 2024). 

Dessa forma, a determinação dessas fases fornece informações cruciais para o 

planejamento estratégico experimental. Isso não apenas aprimora a precisão 

dos resultados obtidos, mas também contribui para uma interpretação mais 

precisa das respostas dos parasitas a diferentes tratamentos. 

 

 

6.3 CURVA DE PROLIFERAÇÃO 

 

A categorização das fases da curva de proliferação é de suma 

importância, uma vez que cada uma delas exibe distinções bioquímicas 

notáveis, incluindo variações na disponibilidade de substrato, suplementação e 

na produção de metabólitos pelos parasitas (Nunes et al., 2022). Durante a 

fase logarítmica, as leishmanias possuem um corpo celular ampliado, flagelo 

longo e uma maior taxa de proliferação celular. Em contraste, na fase 

estacionária, há uma redução no tamanho do corpo celular e no comprimento 

do flagelo, sendo esta a fase mais propensa à infecção. Neste contexto, a fase 

logarítmica é utilizada para ensaios anti-promastigota, enquanto a estacionária 

é empregada na infecção de macrófagos peritoneais murinos em ensaios anti-

amastigota (Sinha et al., 2018). 

A curva de proliferação obtida para Leishmania (L) amazonensis (Figura 

6) demonstrou que nas primeiras 48 horas, os parasitas se encontram em fase 

lag; seguido pela log até o sexto dia (48 a 144 horas); e posteriormente a 

estacionária, do sexto ao oitavo dia (144 a 192 horas). A partir do oitavo dia 
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após o repique, as formas promastigotas se encontram em fase de declínio ou 

morte. 

 

  
Figura 6 - Curva de proliferação das formas promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis. 

 
Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
 
A curva de proliferação obtida para Leishmania (L) infantum chagasi 

(figura 7) demonstrou que nas primeiras 48 horas, os parasitas se encontram 

em fase lag; seguida pela log, do segundo ao sexto dia (48 a 120 horas); e 

posteriormente atinge a estacionária até o sétimo dia (120 a 168 horas). A partir 

do sétimo dia após o repique, as formas promastigotas se encontram em fase 

de declínio ou morte. 
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Figura 7 - Curva de proliferação das formas promastigotas de 
Leishmania (L.) infantum chagasi. 

  
Fonte: Elaborada pela autora (2024). 

 

A partir dos dados indicados pelas figuras 6 e 7 foi estabelecido para a 

realização de experimentos que para Leishmania (L.) amazonensis a fase lag 

se encontra no segundo dia; log, três dias e estacionária, seis dias a partir do 

repique. Em relação a Leishmania (L.) infantum chagasi, a fase lag se encontra 

em dois dias; log a partir do segundo dia, e estacionária, a partir do sexto dia 

após o repique. Foi possível notar que as duas cepas apresentam 

comportamento diferente em cultura, como também observado por Espuri et al. 

(2017). Uma vez estabelecido os dias das fases da curva de proliferação, 

tornou-se viável dar continuidade aos experimentos de avaliação da atividade 

leishmanicida e investigação dos mecanismos de ação.  

 

 

6.4 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE EM MACRÓFAGOS 

 

Como as formas amastigotas de Leishmania invadem especialmente o 

sistema fagocítico mononuclear nos hospedeiros vertebrados (Mougneau; Bihl; 

Glaichenhaus, 2011; Burza et al., 2018), a avaliação da citotoxicidade dos 

compostos é fundamental para verificar se os mesmos têm efeito tóxico nas 

células deste sistema. Assim, avaliou-se a toxicidade dos compostos quando 

incubados com macrófagos peritoneais murinos em diferentes tempos de 

incubação (Tabela 8). 
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Tabela 8 - Avaliação da citotoxicidade de compostos derivados da pentamidina 
em macrófagos peritoneais murinos, incubados por 24, 48 e 72 
horas. 

Compostos CC50 
(μM + dp)a 
24 horas 

CC50 
(μM + dp)a 
48 horas 

CC50 
(μM + dp)a 
72 horas 

PQM 250 236.72 + 10.41 274.75 + 15.01 257.98 + 8.57 

PQM 251 149.63 + 5.57 188.56 + 10.84 227.63 + 3.82 

PQM 252 161.09 + 14.7 101.80 + 8.88 63.44 + 13.48 

PQM 253 31.15 + 4.28 32.76 + 3.98 65.44 + 3.98 

PQM 254 75.98 + 5.82 89.30 + 2.75 120.09 + 6.12 

PQM 256 124.40 + 8.11 245.72 + 6.43 178.81 + 17.15 

PQM 257 62.77 + 3.82 132.62 + 13.48 119.45 + 8.88 

PQM 258 34.31 + 7.65 104.25 + 4.13 140.44 + 10.41 

PQM 259 52.41 + 7.04 48.22 + 6.12 29.84 + 5.05 

PQM 261 126.20 + 6.40 96.98 + 1.37 245.44 + 9.19 

PQM 262 98.57 + 5.51 87.33 + 6.58 80.08 + 14.39 

Pentamidina 16.59 + 0.18 11.16 + 0.61 75.77 + 2.75 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
Legenda: dp: desvio padrão 
Nota: a Cada valor de CC50 representa a média ± desvio padrão da triplicata 

determinado pelo software Bioestat 5.0. *Compostos apresentam diferença 
estatística com à pentamidina quando comparados com seu tempo de incubação 
(p<0,05). Valores com tracejados significam que o estudo foi descontinuado. 

 

De acordo com os resultados da tabela 8 é possível observar que os 

compostos derivados da pentamidina apresentaram menor toxicidade em 

relação ao fármaco de referência, pentamidina, em todos os tempos de 

incubação, principalmente os derivados PQM 250, PQM 254 e PQM 261. O 

composto PQM 250 apresentou menor toxicidade em todos os tempos de 

incubação (CC50 24horas = 236.72 + 10.41μM; CC50 48horas = 274.75 + 15.01 μM; 

CC50 72horas = 257.98 + 8.57 μM) em relação ao demais compostos e fármaco de 

referência (pentamidina: CC50 24horas = 16,59 + 0,18 μM; CC50 48horas = 11,16 + 

0,61 μM; CC50 72horas = 75,77 + 2,75 μM). Corroborando esses resultados, 

estudos anteriores avaliaram citotoxicidade de diferentes compostos em 

variados tempos de incubação, demonstrando a importância de testar a 

eficácia de novos compostos em múltiplos intervalos de tempo (Mirzaei et al., 
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2020; Brasil et al., 2017; Gouveia et al., 2022). Estes dados mostram que 

modificações estruturais na molécula da pentamidina favoreceram a redução 

de sua toxicidade em células de mamíferos. Nesse sentido foi realizado 

ensaios para avaliação da atividade leishmanicida e mecanismo de ação com a 

pentamidina e seus derivados. 

 

 

6.5 Leishmania (L.) amazonensis 

 

6.5.1 Atividade anti-promastigota e anti-amastigota; IS e InEs 

 

Após a determinação da curva de proliferação foi avaliada in vitro a 

atividade leishmanicida nas duas formas evolutivas do parasita. A atividade 

antipromastigota da pentamidina e seus derivados foi testada durante períodos 

de tratamento por 24, 48 e 72 horas, bem como nas fases lag e log da curva de 

proliferação para a determinação da EC50 (Figura 8; Apêndice A). 
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Figura 8 - Mapa de calor dos resultados da atividade da pentamidina e seus 
derivados contra promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, 
nas fases lag e log da curva de proliferação, tratadas durante 24, 48 
e 72 horas. 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Legenda: A escala de cores do mapa de calor ilustra o EC50 contra formas 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. A coloração azul indica 
“nenhuma atividade”, o branco indica “pouca atividade” enquanto a 
coloração vermelha indica “forte atividade”. Foram realizados pelo menos 
três experimentos independentes em triplicata. 

 

Na fase lag da curva de proliferação é possível observar que a maioria 

dos compostos apresentaram atividade contra promastigotas apenas quando 

incubados por 72 horas e são estatisticamente diferentes ao resultado 

observado com a pentamidina (p<0,05). Já na fase log, os compostos PQM 256 

e PQM 259 demonstraram excelentes resultados com 24 horas de incubação, 

com EC50 de 8,88 e 13,45 μM, respectivamente (Apêndice A). Além disso, foi 

possível observar uma potente atividade da maioria dos derivados com 72 

horas de incubação na fase log, destacando-se PQM 254 e PQM 261, com 

valores menores que 5,98 μM e estatisticamente iguais ao obtido com a 

pentamidina, na mesma fase. 
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Paralelamente aos estes de ensaios, foi possível notar, como já descrito 

em 6.4, que os compostos derivados da pentamidina apresentaram menor 

toxicidade em relação ao fármaco de referência, pentamidina, em todos os 

tempos de incubação, principalmente os derivados PQM 250, PQM 254 e PQM 

261, que se destacaram na atividade anti-promastigota quando tratadas com 

72 horas (Apêndice A).  

Com base nessas análises, determinou-se que o melhor tempo de 

incubação para os experimentos foi de 72 horas, proporcionando o tempo ideal 

para a avaliação da eficácia dos compostos.  

Simultaneamente aos ensaios realizados com promastigotas, foram 

conduzidas avaliações da atividade anti-amastigota utilizando os compostos 

mais promissores, PQM 250, PQM 254 e PQM 261, em comparação à 

pentamidina. Esses ensaios foram realizados ao longo de um período de 

incubação de 72 horas (Tabela 9). A escolha desse tempo de incubação foi 

baseada em observações prévias de que, após 72 horas de tratamento, os 

compostos demonstraram maior atividade contra formas promastigotas. Além 

disso, a comparação entre a atividade antiparasitária e a citotoxicidade permitiu 

identificar os compostos mais seletivos, destacando os que apresentaram alta 

eficácia contra os parasitas e baixa toxicidade para as células hospedeiras 

(Fan et al., 2018). 

Também, a especificidade dos derivados da pentamidina foi analisada 

por meio do cálculo do InEs (Tabela 9), um índice que avalia a atividade dos 

compostos em diferentes estágios evolutivos do parasita. De acordo com 

Muylder et al. (2011), valores do InEs superiores a 2,0 indicam maior atividade 

em amastigotas intracelulares, valores abaixo de 0,4 indicam maior atividade 

em promastigotas, enquanto valores entre 0,4 e 2,0 indicam atividade em 

ambas as formas evolutivas (Muylder et al., 2011; Vázquez-Jiménez, 2022). 
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Tabela 9 - Atividade leishmanicida de compostos derivados da pentamidina 
contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.) 
amazonensis e citotoxicidade incubadas por 72 horas e índice de 
seletividade (IS) e especificidade (InEs). 

Compostos EC50-PRO 

(μM + dp) * 

IS 

EC50-AMA 

(μM + dp) * 

IS 

CC50 

(μM + dp) * 

InEs 

PQM 250 12.17 + 1.2 

21.19 

29.52 + 3.3 b 

8.73 

257.98 + 8.5 c 0.41 

PQM 254 5.16 + 1.8a 

23.27 

21.92 + 0.1 b 

5.47 

120.09 + 6.1 0.23 

PQM 261 5.98 + 0.6 a 

41.04 

45.63 + 5.8 

5.37 

245.44 + 9.19 c 0.13 

Pentamidina 3.81 + 0.08 

19.88 

3.08 + 0.2 

24.6 

75.77 + 2.7 1.23 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
Legenda: dp: desvio padrão. 
Nota: * Cada valor de EC50 representa a média ± desvio padrão da triplicata 

determinado pelo software Bioestat 5.0. a,b,c estatisticamente semelhantes 
(p<0,05). Foram realizados pelo menos três experimentos independentes em 
triplicata. 

 

Os resultados mostrados no mapa de calor revelam que alguns 

compostos, como PQM 250, PQM 254 e PQM 261, demonstraram eficácia 

contra as formas promastigotas, além de atividade contra amastigotas 

intracelulares. Segundo Don e Ioset (2014), o IS é um importante fator a ser 

analisado para mostrar que substâncias possuam especificidade, ou seja, 

possam atingir sítios ativos específicos do parasita causando menores efeitos 

colaterais nas células hospedeiras, onde valores superiores ou iguais a 10 são 

considerados satisfatórios (Oliveira et al., 2020). Valores de IS maiores que 10 

indicam que o composto apresentou maior atividade contra as formas 

promastigotas e/ou amastigotas e/ou menor toxicidade aos macrófagos (Antwi 

et al., 2019). Assim, calculou-se os valores de IS em relação às formas 

promastigotas e amastigotas com os compostos mais promissores (PQM 250, 

PQM 254 e PQM 261). Considerando as diferenças estatísticas em relação à 

pentamidina, a ação desses contra o parasita foi evidente. No entanto, mesmo 

que os compostos apresentem um IS menor do que o do fármaco em 
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amastigotas, continua a ser nítida sua seletividade pelo protozoário, o que, por 

sua vez, torna pertinente o estudo de seu mecanismo de ação e sua “relação 

estrutura atividade”, de modo a identificar os alvos afetados no parasita e suas 

consequências.  Trabalhos também realizaram avaliações de IS em ensaios 

leishmanicidas, como nos estudos de Alves et al. (2024), Espuri et al. (2019), e 

Folquitto et al. (2017), que observaram a importância dos valores obtidos para 

determinar a seletividade e segurança dos compostos, sugerindo que valores 

elevados de IS indicam uma melhor seletividade para o parasita em detrimento 

das células hospedeiras. Tal investigação de grande valia, visto que torna 

possível determinar quais alvos apresentam maior importância no contexto de 

sua sobrevivência, contribuindo, como um todo, para o avanço da pesquisa no 

combate à leishmaniose. 

Ainda, a partir da análise da tabela 9, percebe-se que para os 

compostos PQM 254 e PQM 261, o InEs foi menor que 0,4, portanto mais 

ativos em promastigotas. Já o composto PQM 250 e pentamidina 

apresentaram-se entre 0,4 e 2, evidenciando seletividade para o estágio 

intracelular do parasita. Este fato é de extrema importância, uma vez que o 

amastigota intracelular é a forma de relevância clínica (Chanmol et al., 2019).  

Pela associação dos resultados obtidos com os ensaios anti-

promastigota, anti-amastigota, citotoxicidade e coeficiente de partição, foi 

possível notar que os compostos PQM 250, PQM 254 e PQM 261 se 

destacaram, mostrando-se potentes contra as formas promastigotas e 

amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, e pouco tóxicos em relação aos 

macrófagos. Posteriormente, foi investigado o mecanismo de ação desses 

compostos para compreender sua interferência na sobrevivência dos parasitas. 

 

 

6.5.2 Mecanismo de Ação 

 

O ΔΨ desempenha um papel crucial na função mitocondrial, 

influenciando diretamente a produção de ATP, a geração de EROs, o transporte 

de íons e proteínas e a manutenção de vias de sinalização (Zorova et al., 

2018). Ao mesmo tempo, a manutenção de um ambiente celular reduzido é 

fundamental para a Leishmania, sendo mantido por um eficiente sistema de 
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defesa antioxidante centrado na tripanotiona (González-Montero et al., 2024), 

que por sua vez depende da atividade da TryR e NADPH como fonte de 

equivalentes reduzidos (Piñeyro et al., 2021). Assim, estes parâmetros e 

apoptose foram avaliados em leishmanias após o tratamento com 

concentrações equivalentes à EC50 dos compostos por 72 horas objetivando a 

compreensão do mecanismo de ação destes derivados de pentamidina. 

Com relação ao ΔΨ, PQM 250, PQM 254, PQM 261 e pentamidina 

apresentaram diferentes efeitos (Figura 9). A pentamidina e o PQM 254 

promoveram despolarização mitocondrial de 10,9 e 10,44%, respectivamente, 

enquanto o PQM 261 causou hiperpolarização de 13,16%. O tratamento com 

PQM 250 não resultou em alteração significativa (p<0,05). 

 

Figura 9 - Avaliação da bioenergética mitocondrial através do potencial de 
membrana mitocondrial (ΔΨ) e produção de ATP em promastigotas 
de Leishmania (L.) amazonensis tratados ou não (controle) com 
pentamidina e seus derivados por 72 horas de incubação. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Legenda: *Estatisticamente diferentes do controle (p<0,05). Foram realizados pelo 

menos três experimentos independentes em triplicata. 

 

A funcionalidade mitocondrial é essencial para a viabilidade celular, já 

que estes protozoários possuem apenas uma mitocôndria, que é o principal 
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sítio de geração de EROs e produção de ATP (Garcia et al., 2017). A 

manutenção do ΔΨ é crucial para a sobrevivência do parasita, regulando a 

fosforilação oxidativa e a geração de EROs (Brand; Nicholls, 2011). Alterações 

no ΔΨ, como despolarização ou hiperpolarização, podem resultar em 

apoptose. A pentamidina e o PQM 254, por exemplo, induziram despolarização 

mitocondrial ao longo de 72 horas, sugerindo que ambos compartilham 

mecanismos relacionados à morte celular. Estudos mostram que o estresse 

oxidativo, frequentemente associado à despolarização mitocondrial, pode levar 

à produção excessiva de EROs, danificando componentes celulares 

essenciais, como proteínas, lipídios, DNA e carboidratos (Duchen, 2000; 

Peloso et al., 2020; Matos et al., 2020). Pequenas alterações no ΔΨ podem 

interferir no estado redox celular, influenciando diretamente a proliferação 

celular, uma vez que as EROs, especialmente o H₂O₂, atuam como moléculas 

sinalizadoras que afetam as vias de sinalização ligadas ao crescimento e à 

sobrevivência celular (Lennicke et al., 2015). Portanto, a disfunção mitocondrial 

e a plasticidade metabólica energética nos protozoários são limitadas, 

destacando a importância da função mitocondrial na sobrevivência e na 

eficácia dos tratamentos antiparasitários (Dagnino et al., 2018). Dada a 

importância do ΔΨ para a geração de ATP, a disfunção mitocondrial pode 

comprometer severamente a capacidade do parasita de sobreviver e se 

proliferar, sublinhando a relevância de estudos que investigam a relação entre 

potencial de membrana, produção de ATP e a eficácia de novos compostos 

antiparasitários (Mishra; Singh, 2013). 

Com relação à produção de ATP, observou-se que o PQM 261 promoveu 

aumento em 32%, enquanto a pentamidina, redução de 73%. Os derivados 

PQM 250 e PQM 254 não apresentaram diferenças significativas em relação ao 

controle (p<0,05) (Figura 9). O metabolismo de organismos unicelulares e 

multicelulares depende da síntese de moléculas energéticas, como o ATP 

(Duchen, 2000; Peloso et al., 2020). A mitocôndria é o principal local de 

produção de ATP, e a proliferação dos parasitas de Leishmania spp. está 

intimamente relacionada ao metabolismo mitocondrial e à utilização de 

metabólitos e fontes de energia para seu desenvolvimento (O’neill; Kishton; 

Rathmell, 2016). Embora a pentamidina e seus derivados possam atuar na 

mitocôndria, isso não implica necessariamente na redução dos níveis 
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plasmáticos de ATP, pois os parasitas já são adaptados para proliferar em 

condições de hipóxia, como as encontradas nos fagossomos do sistema imune 

dos hospedeiros (Fidalgo; Gille, 2011; Manzano et al., 2011; Basselin et al., 

2002). Estudos mostram que a inativação do complexo IV da cadeia 

transportadora de elétrons e a interrupção da fosforilação oxidativa em 

amastigotas de L. (L.) donovani evidenciam que a produção de ATP na 

mitocôndria desempenha um papel secundário na sobrevivência do parasita, 

que possui mecanismos compensatórios para a produção energética, 

fundamentais na resistência a fármacos (Sarkar et al., 2022). Assim, a 

manutenção dos níveis de ATP intracelular por parte dos compostos PQM 250 

e PQM 254 não indica ausência de ação na mitocôndria ou na cadeia 

transportadora de elétrons; ao contrário, sugere que o parasita utiliza 

mecanismos de compensação energética, onde o efeito leishmanicida não 

resulta da falta de energia, mas do comprometimento mitocondrial, que pode 

inviabilizar sua sobrevivência (Sarkar et al., 2022; Manzano et al., 2010). 

Paralelamente, Manzano et al. (2010) demonstraram que o aumento da 

concentração de ATP, oriundo primariamente da via glicolítica, é um mecanismo 

chave na resistência a fármacos. Assim, o aumento da concentração de ATP 

observado após o tratamento com o composto PQM 261 corrobora a ideia de 

que o parasita se adapta utilizando outras vias metabólicas para a geração de 

energia. 

Os tripanossomatídeos, incluindo os gêneros Leishmania e 

Trypanosoma, possuem um sistema antioxidante sofisticado que desempenha 

um papel crucial na sua sobrevivência e virulência (Ramu; Singh, 2019). Este 

sistema é composto por enzimas, como a TryR, peroxidases e catalases, que 

trabalham em conjunto para neutralizar as EROs, incluindo o H2O2 (Docampo 

et al., 2022). Embora o H2O2 seja um subproduto natural do metabolismo 

celular e desempenhe funções importantes como sinalizador redox, sua 

concentração deve ser cuidadosamente regulada. Assim, a manutenção do 

equilíbrio entre a produção e a detoxificação do H2O2 é essencial para a 

viabilidade e a eficácia terapêutica contra os tripanossomatídeos (Peloso et al., 

2020). No que diz respeito à produção de H2O2, em relação ao controle, os 

tratamentos com PQM 254, PQM 261 e pentamidina resultaram em redução de 

41,7%, 4,6% e 37,9%, respectivamente, enquanto o PQM 250, aumento de 
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18,9% (Figura 10). 

 
Figura 10 - Avaliação da produção de H2O2, NADPH e atividade da TryR em 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis tratados ou não 
(controle) com pentamidina e seus derivados por 72 horas de 
incubação. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Legenda: *Estatisticamente diferentes do controle (p<0,05). Foram realizados pelo 

menos três experimentos independentes em triplicata. 

  

Níveis elevados de H2O2 podem causar estresse oxidativo, levando à 

oxidação de componentes celulares essenciais e, consequentemente, à morte 

celular (Duchen, 2000; Peloso et al., 2020). Contudo, a manutenção de uma 

concentração fisiológica de H2O2 é igualmente crucial, pois níveis adequados 

podem ativar vias de sinalização que promovem a adaptação e sobrevivência 

dos parasitas, ajudando-os a responder a condições adversas. Pesquisas 

indicam que a regulação apropriada dos níveis de H2O2 pode favorecer a 

proliferação celular e fortalecer a capacidade dos parasitas de lidar com 

condições adversas, desempenhando um papel importante na resistência a 

fármacos (Garcia et al., 2017; Sarkar et al., 2022). Nesse contexto, a 
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concentração ideal de H2O2 é fundamental para a sobrevivência do parasita. 

Pesquisas demonstram que níveis baixos de H2O2 estão associados à 

diminuição do crescimento e proliferação celular (Lennicke et al., 2015), 

enquanto níveis elevados provocam estresse oxidativo e comprometem a 

viabilidade celular (Peloso et al., 2012). Por exemplo, o aumento de H2O2 

observado com os compostos PQM 250 pode levar a danos celulares e 

inviabilidade do parasita, evidenciada pela redução significativa no número de 

parasitas após o tratamento com esses derivados da pentamidina. Em 

contraste, os compostos PQM 254 e pentamidina mantiveram baixos níveis de 

H2O2, resultando em uma diminuição do crescimento celular. 

Neste contexto, a manutenção da produção de H2O2 dentro de níveis 

normais é crucial e depende da atividade da TryR (Piñeyro et al., 2021). Para 

que essa enzima funcione adequadamente, é necessário que os equivalentes 

reduzidos de NADPH estejam disponíveis, o qual desempenha um papel 

central na resposta antioxidante dos tripanossomatídeos. Na avaliação da 

produção de NADPH, os compostos PQM 250, PQM 254 e PQM 261 

promoveram aumentos de 14,89%, 45,61% e 18,35%, respectivamente, 

enquanto a pentamidina resultou em uma redução de 35,86% (Figura 10). Este 

aumento na produção de NADPH sugere que os derivados da pentamidina 

podem potencialmente melhorar a capacidade dos parasitas em lidar com o 

estresse oxidativo, reforçando sua resposta antioxidante. Em contraste, o 

tratamento com a pentamidina resultou em uma redução significativa de 

NADPH, o que pode comprometer a função da TryR e, portanto, a capacidade 

do parasita de mitigar os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo (García et 

al., 2017). A relação entre a atividade da TryR e a produção de NADPH é 

particularmente relevante no contexto da resistência a fármacos. Em 

Leishmania spp., a desregulação de vias antioxidantes pode levar à 

sensibilidade aumentada ao estresse oxidativo, comprometendo a viabilidade 

do parasita. O estudo de Fidalgo e Gille (2011) sugere que o metabolismo 

adaptativo das leishmanias, em resposta a condições de estresse, pode estar 

intimamente ligado à capacidade do parasita de regular a produção de H₂O₂ e 

NADPH. Portanto, as descobertas relacionadas aos derivados que parecem 

aumentar a produção de NADPH sugerem novas oportunidades para 

intervenções farmacológicas focadas na modulação da homeostase redox nos 
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parasitas. O aumento na disponibilidade de NADPH fortalece o sistema 

antioxidante dos parasitas, auxiliando na manutenção do equilíbrio redox, 

essencial para sua sobrevivência em condições de estresse oxidativo. Além 

disso, a inibição da TryR, uma enzima chave no sistema de defesa antioxidante 

de tripanossomatídeos, é amplamente reconhecida como uma abordagem 

promissora para comprometer o sistema redox e levar à morte celular. A TryR, 

sendo fundamental para a regeneração de tripanotiona, ou seja, um 

componente vital na neutralização de EROs, é um alvo molecular valioso para 

o desenvolvimento de fármacos eficazes pois é essencial para a sobrevivência 

do parasita (Ortalli et al. 2018). Ao interferir na função dessa enzima, os 

compostos podem induzir ao estresse oxidativo irreversível no parasita, 

promovendo sua eliminação (Turcano et al., 2020). Nesse sentido, nos ensaios 

para avaliar a atividade da TryR, a incubação com PQM 250 e PQM 254 

promoveu uma redução de 21 e 13,4% em relação ao controle, 

respectivamente, enquanto o PQM 261, aumento de 24,5%. O tratamento com 

pentamidina não gerou alteração significativa (p<0,05) (Figura 10 e 11). 

 
Figura 11 - Avaliação da atividade da TryR em promastigotas de Leishmania 

(L.) amazonensis tratados ou não (controle) com pentamidina e 
seus derivados por 72 horas de incubação. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Nota: Os dados são expressos em unidade de absorbância ao longo do tempo (min). 

As curvas representam a redução do DTNB pela atividade da TryR, avaliada 
durante 40 minutos com leituras realizadas a cada 30 segundos. 
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Inibidores que afetam a atividade da TryR podem comprometer as 

defesas do parasita contra o estresse oxidativo, tornando-o vulnerável ao dano 

induzido pelas EROs, levando eventualmente à morte celular (Turcano et al., 

2020). Além de isso, estudos demonstraram que compostos que visam a TryR 

reduzem a capacidade do parasita de lidar com o estresse oxidativo, resultando 

em um desequilíbrio na homeostase redox (Ortalli et al., 2018; Turcano et al., 

2020). Nos seus resultados específicos, PQM 250 e PQM 254 reduziram a 

atividade da TryR, o que sugere que esses compostos comprometem a 

capacidade do parasita de regenerar a tripoanotiona reduzida e neutralizar as 

EROs, provavelmente levando ao acúmulo de estresse oxidativo. Esse efeito é 

consistente com outros estudos que mostram que a inibição da TryR perturba o 

equilíbrio redox em Leishmania e compromete sua sobrevivência (Ortalli et al., 

2018). O aumento da atividade da TryR observado com PQM 261 pode indicar 

um mecanismo compensatório ou uma interação distinta com a enzima. 

Além disso, a pentamidina, que não mostrou inibição significativa da 

TryR, pode atuar por outros mecanismos, como já relatado em estudos sobre 

seus efeitos na função mitocondrial e nas vias de síntese de poliaminas 

(Krauth-Siegel et al., 2005).  

Como foi visto, alterações na atividade da TryR podem afetar a 

homeostase redox, e um desequilíbrio pode resultar em acúmulo de EROs. 

Esse aumento de EROs é conhecido por induzir a apoptose (Fidalgo; Gille, 

2011; Turcano et al., 2020). Assim, a perturbação do sistema redox pode ser 

um gatilho significativo para a apoptose, evidenciando a interconexão entre a 

regulação redox e a morte celular nos parasitas. Os compostos PQM 254 e 

pentamidina apresentaram perfis apoptóticos similares, com aumentos de 

43,27% e 47,42%, respectivamente. Já PQM 250 e PQM 261 também 

induziram apoptose, com incrementos de 25,49% e 35,29%, respectivamente, 

demonstrando a capacidade desses compostos em promover a morte celular 

(Figura 12).  
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Figura 12 - Análise comparativa por citometria de fluxo do percentual de 
apoptose em promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis 
tratados ou não (controle) com pentamidina e seus derivados por 
72 horas de incubação.  

 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Legenda: * estatisticamente diferente em relação ao controle (p<0,05). Foram 
realizados pelo menos três experimentos independentes em triplicata. 

 

O processo apoptótico envolve cascatas de sinalização ativadas tanto 

pela via intrínseca, relacionada às mitocôndrias, quanto pela via extrínseca, 

associada a receptores de morte celular (Igney; Krammer, 2002). Na via 

mitocondrial intrínseca, EROs e danos ao DNA desempenham um papel 

importante, provocando a permeabilização da membrana mitocondrial externa 

e a liberação de citocromo c no citosol, desencadeando a apoptose (Fidalgo et 

al., 2011). Esse mecanismo está diretamente associado à desregulação do ΔΨ, 

síntese de ATP e produção de H2O2, fatores críticos para a sinalização 

apoptótica. De acordo com os dados obtidos, a pentamidina e seus derivados 

induzem a apoptose ao reduzir o ΔΨ, o que implica em uma desaceleração na 

cadeia transportadora de elétrons e uma menor taxa de bombeamento de 

prótons no espaço intermembrana (Zorova et al., 2018). Isso gera estresse 

mitocondrial e promove a sinalização para apoptose. Esses resultados estão 

em concordância com estudos que demonstram a relação entre a diminuição 

de ΔΨ e a indução de apoptose (Zorova et al., 2018). É importante ressaltar 
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que o processo apoptótico, embora induza a morte celular, requer energia em 

algumas de suas fases, particularmente o ATP, para garantir que o processo 

ocorra de forma regulada e mantenha o equilíbrio energético da célula. 

Analisando os dados referentes ao mecanismo de ação, foi observado 

que o composto PQM 250 induziu um aumento significativo na produção de 

H2O2, acompanhado por aumento nos níveis de NADPH, enquanto reduziu a 

atividade da TryR. Esse perfil sugere que o PQM 250 provoca um desequilíbrio 

no sistema redox do parasita, gerando estresse oxidativo devido à maior 

produção de EROs, como o H2O2. O aumento de NADPH pode representar 

uma tentativa de resposta do parasita para compensar esse estresse, uma vez 

que o NADPH é essencial para regenerar a tripanotiona (Battista et al., 2020). 

No entanto, a inibição da TryR pelo PQM 250 impede essa regeneração, 

comprometendo ainda mais a capacidade do parasita de lidar com o acúmulo 

de oxidantes. Essa combinação de estresse oxidativo crescente e falha na 

defesa antioxidante pode levar à disfunção celular e à morte do parasita 

(Totsuka et al., 2019). 

O composto PQM 254, por sua vez, demonstrou uma redução nos níveis 

de H2O2, acompanhada por um aumento na produção de NADPH e uma 

redução na atividade da TryR. A diminuição de H2O2 sugere que o PQM 254 

pode estar estimulando mecanismos antioxidantes alternativos no parasita, que 

promovem a remoção ou a neutralização de EROs, como o H2O2. O aumento 

de NADPH pode refletir a tentativa do parasita de manter sua capacidade 

antioxidante, já que o NADPH é um cofator crucial na regeneração de 

tripanotiona. Entretanto, com a redução da atividade da TyrR, o ciclo redox do 

parasita é prejudicado. Isso indica que, embora o PQM 254 inicialmente reduza 

os níveis de H2O2, a inibição prolongada da TryR compromete a defesa 

antioxidante do parasita, o que pode levar à disfunção redox e, eventualmente, 

à morte celular. 

A redução da produção de ATP observada nos experimentos com a 

pentamidina pode interferir diretamente na síntese proteica (Jara et al., 2017) o 

que, por sua vez, leva à redução na concentração intracelular de TryR. A 

redução do ΔΨ, outro efeito constatado com o tratamento, indica um 

comprometimento na passagem de elétrons pela cadeia respiratória 

mitocondrial. Como consequência, há menos escape de elétrons, o que reduz a 
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produção de EROs (Zhao et al., 2019). Esse fenômeno pode explicar a 

diminuição nos níveis de H2O2 observados nas células tratadas. Essas análises 

também se justificam para o composto PQM 254. 

O tratamento com o composto 261 resultou em uma diminuição 

significativa na produção de H2O2. O aumento na produção de NADPH e na 

atividade da Try sugere que o composto interfere a sobrevivência do parasita. 

Além disso, o aumento do ΔΨ indica que a cadeia respiratória está funcionando 

de forma mais eficiente, o que se reflete em um aumento na produção de ATP 

(Jara et al., 2017). Essa elevação no ATP é crucial, pois fornece a energia 

necessária para diversas funções celulares, incluindo a síntese de proteínas e 

a manutenção das atividades metabólicas (Garcia et al., 2017). Portanto, o 

composto 261 parece atuar de maneira multifacetada, promovendo a 

homeostase redox e a viabilidade celular do parasita. 

 

 

6.6 Leishmania (L.) infantum chagasi 

 

6.6.1 Atividade anti-promastigota e anti-amastigota; IS e InEs 

 

Também foi analisado o efeito da incubação dos compostos em 

promastigotas de L. (L.) infantum chagasi. De acordo com os resultados 

obtidos, não foi possível observar atividade dos derivados na fase lag (Figura 

13). Já na fase log da curva de proliferação (Figura 13), os compostos 

apresentaram melhor atividade com 72 horas de incubação, onde PQM 254 e 

PQM 261 exibiram valores próximos de 4 μg/mL (Apêndice B). Por outro lado, 

com 48 horas de incubação, os derivados que se destacaram foram o PQM 

253, PQM 257 e PQM 258, porém menos ativos que a pentamidina. 
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Figura 13 - Mapa de calor dos resultados da atividade da pentamidina e seus 
derivados contra promastigotas de Leishmania (L.) infantum 
chagasi, nas fases lag e log da curva de proliferação, tratadas 
durante 24, 48 e 72 horas. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Legenda: A escala de cores do mapa de calor ilustra o EC50 contra formas 

promastigotas de L. (L.) infantum chagasi. A coloração azul indica “nenhuma 
atividade”, o branco indica “pouca atividade” enquanto a coloração vermelha 
indica “forte atividade”. Foram realizados pelo menos três experimentos 
independentes em triplicata. 

 

Assim, pode-se afirmar que os derivados PQM 250, PQM 254 e PQM 

261 apresentaram atividade leishmanicida contra ambas espécies de 

Leishmania e, portanto, foram avaliados nas formas amastigotas.  

A realização de experimentos em formas amastigotas se justifica uma 

vez que vivem em ambientes diferentes ao da promastigota, apresentando 

assim um metabolismo adaptado e, portanto, comportamento diferencial frente 

à incubação com os compostos. Um dos fatores mais importantes das formas 

amastigotas é a sua capacidade de sobreviver e lidar com o ambiente oxidativo 

do fagolisossomo, onde para a sua sobrevivência é necessário um sistema 

antioxidante eficiente (Ponte-Sucre et al., 2017). Neste contexto, tal observação 

evidencia que a atividade dos compostos pode ser distinta entre as diferentes 

formas evolutivas do parasita. 

Concomitantemente aos ensaios realizados com promastigotas, foram 
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conduzidas avaliações da atividade anti-amastigota empregando os compostos 

mais promissores: PQM 250, PQM 254 e PQM 261, em comparação com o 

fármaco de referência, pentamidina, ao longo de um período de incubação de 

72 horas (Tabela 10). A determinação desse intervalo de tempo foi embasada 

nos resultados obtidos nos ensaios de atividade anti-promastigota e 

citotoxicidade, evidenciando que esse tempo proporcionaria relações 

promissores e esclarecedoras entre esses importantes ensaios. 

Também foi possível realizar os cálculos do IS em relação as formas 

amastigotas com estes compostos, uma vez que há relatos na literatura de 

fármacos que tiveram atividade leishmanicida em apenas uma das formas 

evolutivas (Antinarelli, 2015). A exemplo do comportamento diferencial das 

formas evolutivas de Leishmania frente ao tratamento com os mesmos 

compostos, segundo Antinarelli (2015), não foi possível notar atividade 

significativa da monoquilonina frente à promastigotas de Leishmania (L.) 

amazonensis, entretanto se observou na forma amastigota da mesma espécie. 

 
Tabela 10 - Atividade leishmanicida de compostos derivados da pentamidina 

contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.) 
infantum chagasi e citotoxicidade incubadas por 72 horas e índice 
de seletividade (IS) e especificidade (InEs). 

Compostos EC50-PRO 

(μM + dp) * 

IS 

EC50-AMA 

(μM + dp) * 

IS 

CC50 

(μM + dp) * 

InEs 

PQM 250 8,85 + 2,37 

29.15 

17,49 + 2,37 

14.74 

257.98 + 8.5 c 0.50 

PQM 254 12,15 + 0,94a 

9.87 

3,36 + 0,05b 

35.72 

120.09 + 6.1 3.61 

PQM 261 11,46 + 0,25a 

20.67 

25,88 + 2,83 

9.48 

245.44 + 9.19 c 0.44 

Pentamidina 0,93 + 0,04 

6.05 

2.79 + 0,58b 

27.15 

75.77 + 2.7 0.97 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). Legenda: dp: desvio padrão. 
Nota: * Cada valor de EC50 representa a média ± desvio padrão da triplicata 

determinado pelo software Bioestat 5.0. a,b,c estatisticamente semelhantes 
(p<0,05). Foram realizados pelo menos três experimentos independentes em 
triplicata. 
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Os resultados obtidos na tabela 10 mostram que os compostos com 

melhor atividade contra as formas promastigotas, também apresentaram 

atividade contra amastigotas intracelulares, apresentando similaridade, ou seja, 

eles foram efetivos em ambas as espécies de Leishmania. Apesar da maioria 

dos valores terem apresentado diferenças estatísticas quando comparados à 

pentamidina, foi possível observar uma potente atividade destes contra as 

amastigotas. Vale destacar que o composto mais ativo e que não apresentou 

diferença estatística em relação à pentamidina foi o PQM 254, com EC50 de 

3,36 + 0,05 μM para L. (L.) infantum chagasi.  

A análise dos IS revelou resultados notáveis, especialmente nas formas 

promastigotas, onde os compostos PQM 250, PQM 254, PQM256, PQM 261 e 

PQM262 demonstraram valores significativamente mais elevados, sugerindo 

uma maior seletividade ao parasita com diferenças estatisticamente 

significantes (Apêndice C). É importante destacar que esses compostos 

exibiram seu potencial principalmente após 72 horas de incubação, sendo esse 

o intervalo em que se destacaram, enquanto que nos outros tempos de 

incubação não apresentaram resultados igualmente satisfatórios em ambas as 

espécies estudadas. A escolha desses compostos para os demais ensaios foi 

fundamentada nos valores de IS acima de 20, considerando os mais 

promissores. Além disso, os mencionados compostos também se destacaram 

nas formas amastigotas, reforçando a sua eficácia seletiva. Nesse contexto, a 

análise dos dados permitiu observar variações intrínsecas de sensibilidade 

entre as espécies de Leishmania spp, evidenciadas pela variação nos IS 

observados. Os achados no presente estudo corroboram com os da literatura 

que mostram diferenças na atividade leishmanicida quando diferentes 

compostos são testados em Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) 

braziliensis (Nascimento et al., 2010).  Segundo Machado et al. (2012), 

isolados de Leishmania (L.) braziliensis são mais susceptíveis ao antimoniato 

de meglumina que os de Leishmania (L.) amazonensis.  

Em relação ao InEs da tabela 10, percebe-se que o composto PQM 254 

indicou maior atividade em amastigotas intracelulares, apresentando InEs 

aproximadamente 3. No entanto, de acordo com os valores de InEs dos outros 

compostos, notou-se que esses apresentaram-se entre 0,4 e 2, evidenciando 

seletividade para o estágio intracelular do parasita. Este fato é de extrema 
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importância, uma vez que o amastigota é a forma de relevância clínica. De 

acordo com os excelentes valores de IS obtidos com PQM 250, PQM 254 e 

PQM 261 um melhor entendimento sobre mecanismo de ação destes 

compostos na Leishmania se justifica. 

 

 

6.6.2 Mecanismo de ação 

 

Adicionalmente aos estudos anteriores, foi realizado o tratamento de 

promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi para determinar a produção 

de H2O2 na fase log da curva de proliferação com os derivados PQM 250, PQM 

254, PQM 261 e pentamidina (Figura 14).  

 

Figura 14 - Determinação da liberação de H2O2 em promastigotas de 
Leishmania (L.) infantum chagasi na fase log da curva de 
proliferação tratadas ou não (controle) com pentamidina e 
seus derivados (PQM 250, PQM 254 e PQM 261) por 72 
horas. 

 
Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Nota: * Valores marcados com asterisco significam que os compostos 

apresentam diferença significativa em relação ao controle 
(p<0,05). Dados preliminares. 

 

Os resultados preliminares para Leishmania (L.) infantum chagasi 

demonstraram que o tratamento com os derivados de pentamidina promoveu 

aumento de 211,3% e 311,3 % na concentração de H2O2 com os compostos 

PQM 254 e PQM 261, respectivamente, em relação ao grupo controle (não 
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tratado). Vale salientar que os dados de pentamidina e PQM 250 não 

apresentaram diferença significativa (Figura 14).  

Durante o ciclo de vida dos tripanossomatídeos, suas mitocôndrias 

sofrem profundas modificações para se adaptarem às diferentes condições 

ambientais, como hipóxia e estresse oxidativo (Aparicio, 2004; Fidalgo; Gille, 

2011; Basmaciyan; Casanova, 2019). O aumento de H2O2 observado com os 

compostos PQM 254 e PQM 261 em Leishmania (L.) infantum chagasi sugere 

que esses derivados de pentamidina podem estar induzindo um aumento 

significativo nos níveis de H2O2 dentro das células do parasita.  

O estresse oxidativo pode causar danos celulares graves, como 

oxidação de biomoléculas essenciais para a sobrevivência do parasita (Garcia 

et al., 2017). Níveis elevados de H₂O₂ afetam negativamente a integridade 

celular, resultando em uma diminuição significativa na viabilidade do parasita. 

Assim, esses compostos apresentam potencial terapêutico ao explorar 

vulnerabilidades no sistema de defesa antioxidante da Leishmania e induzir 

danos celulares que levam à inviabilidade do parasita. 

Adicionalmente, promastigotas metacíclicas exibem maior expressão de 

diversas enzimas que compõem a via das pentoses fosfato, responsável pela 

produção de NADPH e pentoses. A superexpressão dessas enzimas sugere 

sua contribuição na geração de substratos para suprir a glicólise. Vale também 

ressaltar que as vias antioxidantes da Leishmania utilizam a tripanotiona, que é 

reduzida pela tripanotiona redutase utilizando o NADPH como fonte de 

elétrons, portanto, a cascata de detoxificação de hidroperóxidos somente 

funcionará de forma adequada se houver o fornecimento de NADPH (Peloso et 

al., 2011). Assim, o aumento da produção de NADPH pode desempenhar um 

papel crucial na prevenção do estresse oxidativo (Moreira et al., 2014). A 

produção de NADPH na fase logarítimica da curva de proliferação de 

Leishmania (L.) infantum chagasi foi avaliada utilizando os derivados PQM 250, 

PQM 254, PQM 261 e pentamidina (Figura 15). Vale ressaltar que os dados 

apresentados são preliminares. 
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Figura 15 - Avaliação da produção de NADPH em promastigotas de 
Leishmania (L.) infantum chagasi na fase log da curva de 
proliferação tratadas ou não (controle) com pentamidina e 
seus derivados (PQM 250, PQM 254 e PQM 261) por 72 
horas. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Nota: * Valores marcados apresentam diferença significativa em relação ao 

controle (p<0,05). Dados preliminares. 

 

Embora a via das pentoses fosfato ocorra no citoplasma, o NADPH 

gerado por essa via tem implicações significativas na manutenção do equilíbrio 

redox e na proteção contra o estresse oxidativo nas mitocôndrias (Kumar et al., 

2019).  

O sistema antioxidante depende do NADPH para fornecer elétrons 

necessários para neutralizar as EROs. Quando a concentração de EROs 

aumenta, o sistema antioxidante utiliza o NADPH para manter o equilíbrio 

redox e impedir o estresse oxidativo nas células. Logo, a análise da figura 12 

revela que apenas o composto PQM 254 apresentou uma redução significativa 

de 21,6% nas taxas de NADPH em comparação com o grupo controle. Esse 

achado sugere uma especificidade na ação do PQM 254 em modular a 

produção de NADPH nessa linhagem celular, destacando a seletividade desse 

composto em relação aos processos redox específicos dessa espécie de 

Leishmania. Essa diferenciação nos efeitos entre os compostos ressalta a 

complexidade das interações entre os derivados e as respostas metabólicas 

das diferentes espécies de Leishmania. 

Concomitantemente com os estudos in vitro destinados a elucidar os 

possíveis mecanismos de ação dos derivados da pentamidina, optamos por 

* 

* 



87 
 

explorar suas atividades por meio da avaliação da carga parasitária no contexto 

in vivo. Essa decisão foi tomada para aprofundar ainda mais as nossas 

investigações sobre esses compostos promissores. 

 

 

6.6.3 Ensaio in vivo 

 

A avaliação da carga parasitária foi conduzida por qPCR (utilizando o 

alvo Linj31) em amostras de fígado e baço dos diferentes grupos de 

tratamento, que incluíam animais não tratados, tratados com glucantime®; 

PQM 250 e PQM 254. Os resultados revelaram uma redução significativa na 

carga parasitária em ambos os órgãos, fígado e baço, quando comparados ao 

grupo não tratado (Figura 16). 
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Figura 16 - Carga parasitária avaliada por número de amastigotas por grama 
de baço e fígado de hamsters infectados com Leishmania (L.) 
infantum chagasi determinado por qPCR nos diferentes grupos 
experimentais. 
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Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Nota: NT: grupo de animais infectado e não tratado; PQM 250: grupo de animais 

infectados e tratados com o composto PQM 250; PQM 254: grupo de animais 
infectados e tratados com o composto PQM 254; Glucantime®: PQM 250: grupo 
de animais infectados e tratados com o fármaco Glucantime®.  Valores 
marcados com * significam que apresentaram diferenças estatísticas entre os 
grugos com p<0,005; Valores marcados com ** significam que apresentaram 
diferenças estatísticas entre os grugos com p<0,001 (Teste de Mann Whitney). 

 

O PCR em tempo real oferece uma ampla faixa de detecção, permitindo 

a identificação de quantidades mínimas ou elevadas de moléculas na amostra 

em análise (CDG, 2015). Além disso, tem sido empregado como uma 

ferramenta para avaliar a eficácia de compostos antiparasitários em 

configurações in vivo. Essa metodologia vem sendo elogiada por seus atributos 

de reprodutibilidade, confiabilidade e sensibilidade (Reimão et al., 2013). 

Nesse contexto, ao final do tratamento foi observada uma significativa 

redução da carga parasitária no fígado e no baço dos hamsters tratados com 
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glucantime®, com valores de 3,11 x 103 e 3,45 x 104, por grama de tecido. Em 

contraste, o grupo de animais infectados e não tratados apresentou cargas 

parasitárias substancialmente mais elevadas, registrando valores de 2,7 x 106 e 

4,68 x 107, correspondente a carga parasitária do fígado e baço, 

respectivamente. Com base nos resultados apresentados, observou-se uma 

redução significativa no número de amastigotas por grama de tecido no fígado, 

induzida pelos compostos PMQ 250 e PQM 254, em comparação com o grupo 

de animais não tratados. Os valores obtidos foram 1,37 x 103 e 2,86 x 102, 

respectivamente. Além disso, verificou-se uma diminuição dessas formas de 

Leishmania também no baço, causada pelos mesmos compostos, com valores 

correspondentes a 1,2 x 104 e 2,43 x 105, respectivamente. Esses resultados 

sugerem que os compostos PQM 250 e PQM 254 têm potencial de se tornarem 

promissores no tratamento da leishmaniose. 

 

 

6.7 RELAÇÃO ESTRUTURA ATIVIDADE 

 

A relação estrutura atividade dos compostos PQM 250, PQM 254 e PQM 

261 foi estabelecida com base nos resultados obtidos após 72 horas de 

incubação na fase log da curva de proliferação das cepas Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi. 

Influência do tipo de substituintes no anel fenílico: os compostos PQM 

250, PQM 254 e PQM 261 destacaram-se como os mais eficazes contra a 

Leishmania em vários ensaios biológicos. O composto PQM 261, notável por 

seu perfil leishmanicida, apresenta em sua estrutura subunidades doadoras de 

densidade eletrônica nos sítios 2 e 5 do anel aromático adjacente à unidade 

espaçadora triazólica. Isso confere maior estabilidade estrutural. Os valores de 

EC50-PRO para Leishmania (L.) amazonensis / Leishmania (L.) infantum chagasi 

foram 5,98 / 11,46 μM; e os valores de EC50-AMA para Leishmania (L.) 

amazonensis / Leishmania (L.) infantum chagasi foram 45,63 / 25,88 μM, 

respectivamente. Em contraste, os compostos PQM 250 e 254 diferente do 

composto anterior, possuem grupos retiradores de densidade eletrônica na 

posição 4 do anel aromático próximo à unidade espaçadora triazólica. Isso 

pode resultar em uma leve perda de atividade em comparação ao PQM 261, 
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mas ainda são altamente ativos frente ao controle positivo utilizado, 

pentamidina. Para o composto PQM 250, os valores de EC50-PRO para 

Leishmania (L.) amazonensis / Leishmania (L.) infantum chagasi foram 12,17 / 

8,85 μM; e os valores de EC50-AMA para Leishmania (L.) amazonensis / 

Leishmania (L.) infantum chagasi foram 29,52 / 17,49 μM, respectivamente. 

Para o composto PQM 254, os valores de EC50-PRO para Leishmania (L.) 

amazonensis / Leishmania (L.) infantum chagasi foram 5,16 / 12,15 μM; e os 

valores de EC50-AMA para Leishmania (L.) amazonensis / Leishmania (L.) 

infantum chagasi foram 21,92 / 3,36 μM, respectivamente. Avaliando a 

citotoxicidade destes compostos comparativamente, o composto PQM 254, 

com um grupo retirador de densidade eletrônica forte, mostrou-se mais tóxico. 

Já os compostos PQM 250 e PQM 261 exibiram níveis de citotoxicidade 

comparáveis, ambos superiores aos valores do composto PQM 254. Os valores 

de CC50 foram 257,98 μM (PQM 250), 120,09 μM (PQM 254), 245,44 μM (PQM 

261). 

Influência dos substituintes do anel fenílico: com base nos resultados 

expostos nas tabelas 7 e 8, que mostraram os IS para as formas promastigotas 

e amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum 

chagasi, observou-se qie os compostos monosubstituidos na posição 4 do anel 

fenílico, tais como PQM 250 e PQM 254 exibiram uma melhor seletividade 

(Leishmania (L.) amazonensis / Leishmania (L.) infantum chagasi com 

ISpromastigota = 21,18 e 23,25 / 29,15 e 9,87 respectivamente; Leishmania 

(L.) amazonensis / Leishmania (L.) infantum chagasi ISamastigota = 8,73 e 

5,47 / 14,74 e 35,72, respectivamente). Bem como o composto dissubstituído 

PQM 261 com o mesmo padrão de posição de substituição (Leishmania (L.) 

amazonensis / Leishmania (L.) infantum chagasi com ISpromastigota = 41,02 / 

20,67; respectivamente; Leishmania (L.) amazonensis / Leishmania (L.) 

infantum chagasi ISamastigota = 5,37 / 9,48, respectivamente). Esses 

resultados sugerem que a posição e natureza dos substituintes no anel fenílico 

têm um impacto significativo na seletividade desses compostos contra as 

diferentes formas de Leishmania. 

Influência dos substituintes em relação ao LogP: apesar dos fatores 

mencionados anteriormente, a configuração específica de substituintes nos 

anéis pode impactar a atividade leishmanicida. A análise dos resultados da 
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Tabela 2 revela que os valores de LogP (previsto por Chemdraw 15.0) 

constituem um parâmetro crucial que influencia a atividade anti-Leishmania nas 

cepas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi. 

Entretanto, não foi observada uma regularidade aparente entre os valores de 

EC50 e valores de LogP em geral. 

Embora a pentamidina e de seus derivados tenham demonstrado 

atividade significativa contra a Leishmania, os mecanismos pelos quais esses 

compostos interagem com os diferentes estágios do ciclo de vida do parasita 

ainda estão sendo investigados. O presente estudo avança nesse campo ao 

revelar que esses compostos afetam processos bioquímicos essenciais do 

parasita, sugerindo potencial de atuação em diferentes alvos celulares. Os 

resultados aqui obtidos reforçam a importância dos derivados de pentamidina 

como promissores candidatos no desenvolvimento de terapias mais eficientes 

contra a leishmaniose.   
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Derivados de pentamidina mostraram-se ativos contra formas 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) 

infantum chagasi, principalmente quando incubados por 72 horas, na 

fase log da curva de proliferação; 

• A maioria dos compostos se mostrou menos tóxico para macrófagos 

peritoneais murinos quando comparados ao fármaco de referência, 

pentamidina, nos três tempos de incubação analisados. 

• Os derivados que se destacaram de acordo com o IS referente a ambas 

as espécies foram PQM 250, PQM 254 e PQM 261, mostrando-se 

menos tóxicos e mais ativos contra formas promastigotas e amastigotas 

de Leishmania; 

• De acordo com o estudo in silico foi possível observar que os derivados 

apresentaram maiores valores de LogP, indicando maior lipofilicidade do 

que a pentamidina; 

• Através do docking molecular foi possível observar que o derivado PQM 

261 apresenta melhor qualidade de ligação com quase todas as 

proteínas estudadas em todas as cepas analisadas, quando 

comparadas aos derivados PQM 250 e PQM 254; 

• A incubação das Leishmania (L.) amazonensis com os derivados PQM 

250, PQM 254 e PQM 261 geram alterações na produção de H2O2, ATP, 

NADPH, ΔΨ e TryR, o que pode levar à inviabilidade celular; e induziu 

atividade apoptótica; 

• No contexto in vivo, houve redução de carga parasitária observada por 

qPCR no fígado e no baço dos animais tratados com os derivados PQM 

250 e PQM 254 quando comparados com o grupo de animais infectados 

e não tratados. 

• Os derivados PQM 250, PQM 254 e PQM 261 representam um modelo 

promissor para o desenvolvimento de uma nova classe de agentes 

leishmanicidas. 

De um modo geral, os resultados indicam que os compostos PQM 250, 

PQM 254 e PQM 261 atuam de maneiras distintas nos parâmetros bioquímicos 
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e no sistema redox de Leishmania, além de induzirem a apoptose. Entre eles, o 

PQM 250 se destaca uma vez que afeta o equilíbrio redox e resulta na morte 

celular do parasita. Por outro lado, os derivados da pentamidina também se 

mostraram promissores como candidatos para o desenvolvimento de terapias 

mais eficazes contra a leishmaniose. Além disso, esses compostos abrem 

novas perspectivas para a compreensão de seus mecanismos de ação. 

 
 
 



94 
 

8 ETAPAS FUTURAS 

 

Finalizar os ensaios de mecanismo de ação em Leishmania (L.) infantum 

chagasi incubadas por 72 horas com PQM 250, PQM 254 e PQM 261, de 

acordo com a metodologia. 
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APÊNDICE A – ATIVIDADE ANTI-PROMASTIGOTA EM Leishmania (L.) 

amazonensis 

 

Atividade leishmanicida de compostos derivados da pentamidina contra formas 

promastigotas nas fases lag e log da curva de proliferação de Leishmania (L.) 
amazonensis, incubadas por 24, 48 e 72 horas. 

 EC50 (μM + dp)a 

 Fase Lag Fase Log 

Compostos 24h 48h 72h 24h 48h 72h 

PQM 250 - - - - - 12.17 + 

1.27* 

PQM 251 - - 43.95 + 

0.22 

117.39 + 

5.79 

- - 

PQM 252 - - - - - - 

PQM253 - - 52.81 + 

4.12 

- - 50.52 + 

26.09 

PQM 254 - - 53.9 + 

2.85 

- - 5.16 + 

1.80* 

PQM 256 - - 117.7 + 

9.76 

8.88 + 

2.43* 

97.74 + 

8.39 

- 

PQM 257 - - - - - - 

PQM 258 - - 125.82 + 

3.85 

- - - 

PQM 259 - - 45.27 + 

1.89 

13.45 + 

2.39 

- 56.48 + 

2.39 

PQM 261 - - 134.4 + 

0.38 

- - 5.98 + 

0.69* 

PQM 262 - - - - - 18.24 + 

0.49* 

Pentamidina 18.88 + 

1.23 

16.74 + 

2.99 

10.45 + 

0.88 

35.36 + 

8.34 

41.44 + 

1.52 

3.81 + 

0.080 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
Nota: a Cada valor de EC50 representa a média ± desvio padrão da triplicata 

determinado pelo software Bioestat 5.0. – Valores marcados com tracejado 
significa que o composto não teve atividade. *Valores marcados com asterisco 
significam que os compostos apresentam diferenças estatísticas comparadas à 
pentamidina. ** 
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APÊNDICE B – ATIVIDADE ANTI-PROMASTIGOTA EM Leishmania (L.) 
infantum chagasi 

 

Atividade leishmanicida de compostos derivados da pentamidina contra formas 

promastigotas nas fases lag e log da curva de proliferação de Leishmania (L.) 
infantum chagasi, incubadas por 24, 48 e 72 horas. 

 EC50 (μM + dp)a 

 Fase Lag Fase Log 

Compostos 24h 48h 72h 24h 48h 72h 

PQM 250 - - - - - 8,85 + 

2,37 

PQM 251 - - - - 44,72 + 

1,35 

- 

PQM 252 - - - - 35,41 + 

2,23 

- 

PQM253 - - - - 77,97 + 

1,17 

112,99 + 

0,45 

PQM 254 - - - - 113,91 + 

2,17 

12,15 + 

0,94 

PQM 256 - - - - 17,63 + 

5,68 

- 

PQM 257 - - - 55,34 + 

0,34 

23,28 + 

0,24 

- 

PQM 258 - - - - 27,65 + 

0,28 

- 

PQM 259 - - - - 65,14 + 

4,98 

80,25 + 

10,6 

PQM 261 - - - 113,12 + 

10.71 

50,09 + 

2,33 

11,46 + 

0,25 

PQM 262 - - - - - 13,54 + 

2,12 

Pentamidina 9,42 + 

0,11 

10,39 + 

0,05 

6,10 + 

0,06 

3.26 + 

0.91 

1,58 + 

0,04 

2,73 + 

0,11 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
Nota: a Cada valor de EC50 representa a média ± desvio padrão da triplicata 

determinado pelo software Bioestat 5.0. – Valores marcados com tracejado 
significa que o composto não teve atividade. *Valores marcados com asterisco 
significam que os compostos apresentam diferenças estatísticas comparadas à 
pentamidina.  
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APÊNDICE C – ÍNDICE DE SELETIVIDADE 

 

Índice de Seletividade (IS) de acordo com CI50 de formas promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum chagasi nas fases lag e log 
da curva de proliferação e em relação aos tempos de incubação de 24, 48 e 72 horas. 

 IS 

Leishmania (L.) amazonensis 

IS 

Leishmania (L.) infantum 

chagasi 

 Fase Lag Fase Log Fase Lag Fase Log 

 2

24h 

4

48h 

7

72h 

2

24h 

4

48h 

7

72h 

2

24h 

4

48h 

7

72h 

2

24h 

4

48h 

7

72h 

PQM 250 - - - - - 21,18* - - - - - 29,15* 

PQM 251 - - 5,17 1,27 - - - - - - 4,21 - 

PQM 252 - - - - - - - - - - 2,87 - 

PQM 253 - - 1,23 - - 1,29 - - - - 2,83 0,57 

PQM 254 - - 2,22 - - 23,25* - - - - 1,24 9,87 

PQM 256 - - 1,5 14,00* 2,51 - - - - - 2,12 - 

PQM 257 - - - - - - - - - 2,0 8,43 - 

PQM 258 - - 1,11 - - - - - - - 3,76 - 

PQM 259 - - 0,65 3,89 - 0,52 - - - - 0,74 0,37 

PQM 261 - - 1,82 - - 41,02* - - - 1,11 1,9 20,67* 

PQM 262 - - - - - 14,9* - - - - - 5,91 

Pentamidina 0,87 0,66 7,24 0,46 0,26 3,89 - - - 5,09 7,03 6,05 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
Nota: Os valores referentes ao IS foram calculados através da razão entre a 

CC50 e os valores da EC50 de formas promastigotas de ambas as espécies 
de Leishmania. – Valores marcados com tracejado significa que o composto 

não teve atividade. *Valores marcados com asterisco significam que os 
compostos apresentam valores significativos para novas análises, 
buscando o mecanismo de ação. 
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ANEXO A – PATENTE 
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ANEXO B – COMITÊ DE ÉTICA 1 
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ANEXO C – COMITÊ DE ÉTICA 2 
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ANEXO D – ARTIGO SUBMETIDO 
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