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RESUMO 

 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania e 
apresentam um amplo espectro de manifestações clínicas. São consideradas 
doenças tropicais negligenciadas e encontram-se presentes atualmente em 98 
países, afetando 12 milhões de pessoas, com 2 milhões de novos casos por ano. O 
tratamento baseia-se principalmente na administração de antimoniais pentavalentes, 
que apresentam diversos problemas, incluindo alta toxicidade, efeitos adversos e o 
aparecimento de cepas resistentes. Diante deste fato é indiscutível a necessidade 
de novas drogas para a quimioterapia destas doenças. Neste sentido, o objetivo do 
trabalho consistiu na avaliação da atividade de compostos análogos de 
imidazolidinas e hexahidropirimidinas em diferentes espécies de Leishmania 
relacionadas à manifestações cutâneas. Foram testados 18 compostos, sendo nove 
análogos de imidazolidinas e nove de hexahidropirimidinas. Inicialmente os testes 
foram realizados em formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. 
major e em macrófagos peritoneais de camundongos. A viabilidade destas células 
foi mensurada pelo método colorimétrico do MTT. Posteriormente, compostos com 
baixa toxicidade para macrófagos e efetiva atividade antipromastigota foram 
selecionados para os testes em amastigotas, cuja metodologia foi baseada na 
coloração por giemsa e contagem dos parasitos intracelulares. Nenhum dos 
compostos testados apresentou atividade citotóxica significativa para macrófagos. 
Dentre os análogos de imidazolidinas, cinco apresentaram atividade efetiva em 
formas promastigotas de Leishmania, com CI50 variando de 6,18 a 34,93 µM. Os 
compostos 2 e 3 foram os que apresentaram maior atividade antipromastigota e 
antiamastigota em Leishmania, sendo o composto 2, que possui uma diamina, o 
mais ativo. Para os análogos de hexahidropirimidinas, promastigotas de L. major 
foram os únicos sensíveis com CI50 variando de 13,63 a 33,50 µM. Somente o 
composto 14 se mostrou ativo em formas intracelulares do parasito. Verificou-se nos 
compostos testados uma relação estrutura-atividade, bem como diferenças de 
sensibilidades entre as espécies de Leishmania e entre as formas promastigotas e 
amastigotas. Os análogos de imidazolidinas apresentaram CI50 das formas 
promastigotas e amastigotas próximos, sugerindo que o mecanismo de ação não 
depende da imunomodulação da célula hospedeira. Em relação às 
hexahidropirimidinas, o composto 14 não aumentou os níveis da produção do NO, 
indicando que o mecanismo de ação não ocorre via modulação de NO. De modo 
geral, o estudo mostrou que os compostos analisados possuem significativo 
potencial leishmanicida, embora mais pesquisas sejam necessárias, no sentido de 
se identificar o mecanismo de ação dos mesmos. 

 

Palavras-chave: Leishmania; atividade leishmanicida; imidazolidinas; 

hexahidropirimidinas; quimioterapia; óxido nítrico. 

 

 



ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania, presenting 
a broad spectrum of clinical manifestations. Nowadays it is present in 98 countries, 
affecting 12 million people, with 2 million new cases per year. The current treatment 
is based mainly on administration of pentavalent antimonials which have several 
problems, including high toxicity, adverse effects and the emergence of resistants 
strains. Given this fact, there is a clear need for development of new drugs for 
chemotherapy of these diseases. In this sense, the aims of this study were to assess 
the activity of imidazolidine and hexahydropyrimidine analogues compounds in 
different species of Leishmania which are related to cutaneous manifestations. 
Eighteen compounds were tested, nine imidazolidine analogues and nine 
hexahydropyrimidine analogues. Initially the tests were performed on promastigote 
forms of L. amazonensis, L. braziliensis and L. major and murine peritoneal 
macrophages. The viability of these cells was measured by the MTT colorimetric 
method. Subsequently, compounds with low toxicity for macrophages and effective 
antipromastigote activity were selected for the tests in amastigote forms, which 
methodology was based on Giemsa staining and counting of intracellular parasites. 
None of compounds showed significant cytotoxic activity for macrophages. Among 
the imidazolidine analogues, five showed effective activity in promastigotes of 
Leishmania, with IC50 ranging from 6.18 to 34.93 µM. The compounds 2 and 3 
presented the highest activity for antipromastigote and antiamastigote assays, and 
the compound 2, with a diamine, was the most active. For hexahydropyrimidine 
analogues, only promastigotes of L. major were sensitive of the compounds, with IC50 
ranging from 13.63 to 33.50 µM. Only the compound 14 showed activity on 
intracellular forms of the parasite. It was observed in the compounds tested a 
structure-activity relationship as well as differences in sensitivity between Leishmania 
species and promastigotes and amastigotes forms. The imidazolidine analogues 
showed a close IC50 for promastigote and amastigote forms, suggesting that their 
action mechanism action does not depend on immunomodulation of the host cell. 
Regarding hexahydropyrimidine analogues, the compound 14 did not increasead NO 
production, indicating that the action mechanism was unlikely to be due to NO 
modulation. In general, this study showed that the compounds studied have potential 
leishmanicidal activity, although more research are necessary, in order to identify the 
mechanism of action of these compounds. 

  

Keywords: Leishmania; leishmanicidal activity; imidazolidine; hexahydropyrimidine; 
chemoterapy; nitric oxide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leishmanioses e Leishmania 

 

 As leishmanioses são antropozoonoses que apresentam altos níveis de 

morbidade e mortalidade causadas pelo protozoário flagelado do gênero 

Leishmania. Estas doenças estão incluídas entre aquelas denominadas pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) de “Doenças Tropicais Negligenciadas” 

(WHO, 2010; LINDOSO et al. 2009). Estas estão concentradas em países com 

menores índices de desenvolvimento humano, intimamente relacionadas com a 

pobreza, falta de investimento de novas drogas e vacinas e também pela pouca 

eficácia dos programas de controle. As leishmanioses afetam aproximadamente 12 

milhões de pessoas no mundo e está presente em 98 países, principalmente em 

áreas tropicais e subtropicais (WHO, 2010). A incidência anual é de 2 milhões de 

novos casos e 350 milhões de pessoas vivem em áreas endêmicas, revelando a 

importância desta doença negligenciada (SANTOS et al. 2008; WHO, 2010). 

Existem cerca de 20 espécies de Leishmania que podem infectar o homem, 

as quais a grande maioria apresenta dermotropismo e, poucas, viscerotropismo 

(CRUZ et al. 2009; OLIVEIRA et al. 2011). Assim, dependendo de complexas 

interações parasito-hospedeiro, as manifestações clínicas podem ser divididas em: 

leishmaniose cutânea (LC), e a leishmaniose visceral (LV) (MISHRA et al. 2009), 

com distribuição no Novo e Velho Mundo (Figura 1). 
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                           (a)                                                              (b) 

Fonte: SANTOS et al. 2008. 

 

Segundo CROFT et al. 2006, as leishmanioses têm distribuição mundial com 

foco de infecção na América Central, América do Sul, sul da Europa, norte e leste da 

África, Oriente Médio e subcontinente da Índia. Em termos de distribuição, 90% de 

todos os casos de LV ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal e Sudão; 90% de 

todos os casos da LMC ocorrem na Bolívia, Brasil e Peru; e 90% de todos os casos 

da LC ocorrem no Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, Arábia Saudita e Síria.  

  As leishmanioses são causadas por diferentes espécies de Leishmania, as 

quais pertencem à ordem Kinetoplastidae, família Trypanosomatidae, gênero 

Leishmania, e subgêneros Leishmania ou Viannia (Figura 2).  A divisão dos 

subgêneros foi baseada no desenvolvimento das formas promastigotas no intestino 

do inseto vetor: 1) subgênero Viannia, para espécies que incluem uma fase no 

intestino posterior, com distribuição geográfica limitada ao Novo Mundo e 

relacionada às formas tegumentares da doença (LAINSON & SHAW 1987); 2) 

subgênero Leishmania, para aquelas espécies que se desenvolvem no intestino 

anterior, encontrada também no Novo Mundo e abrangendo todas as espécies do 

Velho Mundo (SAF’JANOVA, 1982).  Neste subgênero, as espécies do complexo L. 

donovani estão associadas à forma visceral.  

 

 

 

 

Figura 1: Distribuição da leishmaniose cutânea (a) e leishmaniose visceral (b) no 

“Velho Mundo” e no “Novo Mundo”. 
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Figura 2: Taxonomia da Leishmania. 

 

 

 
Fonte: Adaptado WHO, 2010. 
*Status de espécies está em discussão. L. chagasi no “Novo Mundo” é a mesma espécie que L. 
infantum. 

 

 

Independente da espécie de Leishmania envolvida, a transmissão das 

leishmanioses ocorre durante o repasto sanguíneo da fêmea de um inseto vetor que 

mede de 2 a 3 mm, denominados flebotomíneos (Ordem Díptera; Família 

Psychodidae; Sub-Família Phlebotominae). Dois gêneros de flebotomíneos 

transmitem Leishmania para humanos: Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomous 

no Velho Mundo (SHUKLA et al. 2010). As condições do inseto vetor são mais 

favoráveis em países do Terceiro Mundo devido às péssimas condições sanitárias e 

de moradia. Em muitas áreas endêmicas, os cães são considerados como principal 

reservatório da LV em humanos, enquanto que em outras regiões, os indivíduos são 

os principais reservatórios para futuras infecções em humanos. Cães parecem 

resistentes naturalmente para o parasito e podem permanecer assintomáticos 

apesar da infecção (SHUKLA et al. 2010). Entretanto, os principais hospedeiros 

vertebrados incluem humanos, ratos, cães, lobos e raposas (NEUBER, 2008). 

O ciclo de vida do parasito Leishmania (Figura 3) envolve duas formas 

principais, promastigota e amastigota (Figura 4). No inseto, os parasitos de 
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Leishmania estão na forma promastigota, no qual, são longos, flagelados e 

extracelular. As formas amastigotas são esféricas, intracelulares, sem flagelo 

aparente e encontra-se nos hospedeiros vertebrados (SANTOS et al. 2008). Durante 

o repasto sanguíneo, o insetor vetor inocula as formas promastigotas no hospedeiro 

mamífero, as quais são fagocitados por macrófagos e células dendríticas na derme. 

Após a captação e internalização no fagossomo, ocorre a fusão com lisossomos e os 

parasitos sobrevivem no fagolisossomo. Durante este processo, os promastigotas se 

transformam rapidamente em amastigotas em 12 a 24 horas e continuam a crescer e 

se multiplicar dentro do compartimento fagolisossomal, sendo posteriomente 

liberados para a circulação sistêmica. Subsequentemente, dependendo da espécie 

de Leishmania, as amastigotas podem se restringir à derme ou visceralizar, 

infectando outros tecidos e causando a manifestação clínica correspondente à 

doença. Quando flebotomíneos picam um hospedeiro infectado, ingere formas 

amastigotas. No intestino do inseto vetor, esses parasitos se diferenciam na forma 

promastigota flagelada. Esses passam por um processo chamado de 

metaciclogênese no qual, as formas procíclicas não infectivas e que se multiplicam 

adquirem capacidade de virulência e se transformam na forma metacíclica, infectiva 

e que não se divide. Esses promastigotas metacíclicos migram para a probócida do 

flebotomíneo e no próximo repasto sanquineo continuam a transmissão (SHUKLA et 

al. 2010; ASSCHE et al. 2011). Entretanto, o estabelecimento da doença depende do 

sucesso do parasito em se diferenciar na forma amastigota (SANTOS et al. 2008). 
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Figura 3: Ciclo de vida do parasito Leishmania. 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado por KAYE et al. 2011. 
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Figura 4: Fotomicrografia ilustrativa das formas de Leishmania. Em (a) promastigota 

de L. braziliensis; (b) macrófago infectado com a forma amastigota de L. braziliensis 

(10:1) e (c) macrófago infectado com a forma amastigota de L. major (10:1). 

Aumento de 1000 X. 

 

 

                              (a) 

 

                                         

                            (b)                                                         (c) 

                                                                             

 

Fonte: Do autor. 

 

Segundo ROSENZWEIG et al. (2008), numerosos estudos sobre 

diferenciação da Leishmania têm concentrado na comparação da expressão de gene 

e proteínas das formas promastigotas e amastigotas. Estes estudos têm mostrado 

que promastigotas e amastigotas são amplamente adaptados em seus respectivos 
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ambientes. Em amastigota, a respiração, catabolismo de substratos energéticos e 

síntese de macromoléculas são realizados em pH ácido, enquanto promastigotas 

realizam estas atividades em pH neutro. Vias metabólicas tais como glicólise são 

mais ativas em promastigotas, enquanto oxidação de ácidos graxos é mais ativo em 

amastigotas. A gliconeogênse é essencial para a virulência dos amastigotas e sua 

proliferação dentro dos macrófagos, mas promastigotas podem sobreviver sem esta 

via.  

Estudos da diferenciação da L. donovani mostraram que este processo 

envolve alterações morfológicas com discreta expressão de gene e proteínas em 

paralelo. Estes estudos mostraram que a diferenciação é dividida em 4 estágios: 

1) 0 – 4 h quando promastigotas recebem e processam o sinal de diferenciação; 

2) 5 – 9 h quando os promastigotas cessam o movimento e agregam; 

3) 10 – 24 h quando promastigotas alteram morfologicamente dentro das células 

em amastigotas; 

4) 25 – 120 h quando se completa a maturação dos amastigotas. 

 

 Após o reconhecimento da Leishmania, macrófagos são ativados e se tornam 

células efetoras podendo fagocitar e destruir, ocorrendo vários processos celulares 

incluindo a produção de enzimas de degradação fagolisossomal (proteases, 

nucleases, fosfatases, lipases e esterases), geração do “burst” oxidativo e produção 

de óxido nítrico (NO). A produção de enzimas lisossomais induz um efeito tóxico e 

acidificação do ambiente. O “burst” oxidativo provocado pela enzima NADPH 

oxidase é o resultado do aumento no consumo de oxigênio que é um processo típico 

da fagocitose. Após ativação dos macrófagos, concentrações altas de várias 

citocinas como IFN-ɣ e TNF-α aumentam a atividade da NADPH oxidase e 

subseqüentemente a produção de ROS, tal como radical superóxido (O2
-). A 

produção de O2
- leva a formação do peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxil 

(HO), hipoclorito (OCl-) e peroxinitrito (ONOO-). O aumento dos níveis de NO e dos 

metabólicos do NO na ativação dos macrófagos são o resultado da ativação do 

iNOS (óxido nítrico sintase induzível). L-arginina atua como doador de nitrogênio do 

NO, o qual converte espontaneamente para nitrito e nitrato. A persistência do 

parasito dentro do macrófago é determinada pelo balanço entre a capacidade da 

resposta imune para ativar suficientemente os macrófagos infectados com 

Leishmania e a capacidade do parasito de resistir os mecanismos citotóxicos da 



19 

 

ativação dos macrófagos. A produção dessas citocinas, reativos do oxigênio (ROS) e 

análogos do NO leva a destruição dos microorganismos fagocitados, mas as 

diversas espécies de Leishmania são um dos poucos protozoários que podem 

sobreviver e mesmo replicar neste ambiente (ASSCHE et al. 2011).  

 É interessante também ressaltar que infecções por Leishmania induzem o 

aumento da síntese de NO in vivo e a síntese de NO induzida por citocinas a partir 

da L-arginina, constituindo um importante mecanismo na expressão de resistência 

natural pela Leishmania (GENESTRA et al. 2003). O NO é um produto do 

metabolismo celular normal e é gerado pela enzima NO sintase (NOS). Existem três 

isoformas da NOS (neuronal ou nNOS/NOS1, iNOS/NOS2 e endotelial ou 

eNOS/NOS3) o qual a iNOS é responsável pela produção do NO no macrófago. 

iNOS é uma enzima solúvel que catalisa a oxidação da L-arginina para NO e citrulina 

(ASSCHE et al. 2011). O NO afeta uma ampla faixa de funções celulares tais como 

interações célula-célula, citotoxicidade, mecanismos homeostáticos e numerosos 

outros papéis fisiológicos (GENESTRA, 2005). A produção de uma grande variedade 

de citocinas imunomodulatórias como IL-12 e IL-1 pelos macrófagos podem ser 

inibidas pelo NO (WALLACE, 2005). A produção de NO, o iNOS gerado pelo 

metabólico arginina tem sido mostrado para limitar o crescimento da Leishmania 

dentro de macrófagos infectados e um papel importante na limitação in vitro da taxa 

de infecção (GENESTRA et al. 2006). 

 Apesar dos macrófagos constituirem as principais células hospedeiras para 

Leishmania, estudos recentes têm confirmado que esses parasitos podem infectar 

vários tipos de células, tanto in vitro como in vivo, incluindo células hematopoiéticas 

e fibroblastos (KAYE et al. 2011). 

1.2 Leishmaniose cutânea (LC) 

 

 Compreende-se por LC as manifestações clínicas relacionadas à pele e 

mucosa. Estas incluem a forma cutânea localizada, disseminada, difusa e 

mucocutânea. A LC tem ampla distribuição mundial, sendo que no Continente 

Americano há registro de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos ate o norte 

da Argentina, com exceção do Chile e Uruguai (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). 

Nas Américas a LC é também denominada como leishmaniose tegumentar 

americana (LTA). Esta doença é provavelmente antiga nas Américas, visto que foram 
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encontradas cerâmicas pré-colombianas, datadas de 400 a 900 anos d.C, feitas 

pelos índios do Peru, demonstrando mutilações, conhecidas hoje como leishmaniose 

mucocutânea (BASANO & CAMARGO, 2004 apud LAISON & SHAW, 1988). No 

Brasil, a primeira referência de LTA encontra-se no documento da Pastoral Religiosa 

Político-Geográfica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la 

Syfilis en el Peru”, onde ele relata a viagem de Frei Dom Hipólito Sanches de Fayas 

y Quiros de Tabatinga (AM) até o Peru, percorrendo as regiões do vale amazônico. 

O primeiro a observar o parasito do gênero Leishmania foi Cunningham em 1895, na 

Índia, em casos de leishmaniose visceral (BASANO & CAMARGO, 2004). 

Entretanto, em relação á LTA, existem divergências quanto à observação da 

moléstia: de acordo com o BASANO & CAMARGO, 2004 (apud LAISON & SHAW, 

1988), este feito coube à Cerqueira em 1855, entretanto, no Manual do Ministério da 

Saúde, 2010, foi Moreira, em 1895, quem identificou pela primeira vez a existência 

do “botão endêmico dos países quentes”, chamando “Botão da Bahia” ou “Botão de 

Biskra”. A confirmação das formas de Leishmania em úlceras cutâneas e 

nasobucofaríngeas ocorreram no ano de 1909, quando Lindenberg encontrou o 

parasito em indivíduos que trabalhavam em áreas de desmatamentos na construção 

de rodovias no interior de São Paulo. Em 1911, Splendore diagnosticou a forma 

mucosa da doença e Gaspar Vianna deu ao parasito o nome de L. braziliensis, 

ficando assim denominado o agente etiológico da “úlcera de Bauru”, “ferida brava” 

ou “nariz de tapir”. No ano de 1922, Aragão, pela primeira vez, demonstrou o papel 

do flebotomíneo na transmissão da leishmaniose tegumentar e em 1958 Forattini 

encontrou roedores silvestres parasitados em áreas florestais do Estado de São 

Paulo. Desde então, a transmissão da doença vem sendo descrita em vários 

municípios de todas as regiões do Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010).  

Nas últimas décadas, as análises epidemiológicas da LTA têm sugerido 

mudanças no padrão de transmissão da doença inicialmente considerada zoonoses 

de animais silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em contato com as 

florestas. Posteriormente, a doença começou a ocorrer em zonas rurais, já 

praticamente desmatadas, e em regiões periurbanas. No Brasil, a LTA é uma doença 

com diversidade de agentes, de reservatórios e de vetores que apresenta diferentes 

padrões de transmissão e um conhecimento ainda limitado sobre alguns aspectos, o 

que a torna de difícil controle (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 
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Segundo BASANO & CAMARGO (2004), a LTA é uma doença não-

contagiosa, de evolução crônica, que acomete as estruturas da pele e cartilaginosas 

da nasofaringe, de forma localizada ou difusa, causada por várias espécies de 

protozoários. 

 No país, a LTA é uma das afecções dermatológicas que merece mais atenção 

pela ocorrência das deformidades, além do envolvimento psicológico. Possui ampla 

distribuição com registro de casos em todas as regiões brasileiras. A partir da 

década de 80, verifica-se aumento no número de casos registrados, variando de 

3.000 (1980) a 35.748 (1995). Pode-se observar picos de transmissão a cada cinco 

anos, apresentando tendência de aumento do número de casos, a partir do ano de 

1985, quando ocorreu a implantação das ações de vigilância e controle da LTA no 

país (Figura 5). No período de 1985 a 2005, verificou-se uma média anual de 28.568 

casos autóctones registrados com níveis mais elevados nos anos de 1994 e 1995. 

 

Figura 5: Casos notificados de Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil de 

1980 a 2005. 

 

 

 

Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010. 

 

A LC inicia-se com uma área de vermelhidão e inchaço no local da picada, 

aumentando o tamanho, e após 3 a 4 semanas desenvolve uma úlcera plana, indolor 

e com margens elevadas. Essas úlceras são encontradas em áreas expostas como 



22 

 

mãos, face ou pernas e se não for tratadas as leishmanioses cutâneas do “Velho 

Mundo” curam após 6 a 12 meses com cicatrizes e desfiguração. Podem ocorrer 

envolvimento das aurículas, e as lesões podem variar de pequenas a grandes 

úlceras (NEUBER, 2008). As principais espécies responsáveis por este tipo de 

leishmaniose no “Velho Mundo” são L. major, L. tropica e L. aethiopica e no “Novo 

Mundo” L. mexicana, L. amazonensis e L. braziliensis (BAILEY et al. 2007).  

Algumas manifestações podem estar relacionadas à LC, onde a forma cutânea 

localizada é a mais prevalente da doença. As lesões são esféricas com úlceras 

indolores bem delimitadas e a crosta central é algumas vezes hemorrágica. 

Dependendo da relação parasito-hospedeiro e outros fatores não definidos, alguns 

casos evoluem para outras formas da doença (GOTO et al. 2010). Na leishmaniose 

cutânea disseminada, ocorre a presença de múltiplas lesões (10-300) papulares e 

acneiformes, em 2 ou mais áreas não contíguas do corpo. A espécie envolvida é a L. 

(V.) braziliensis (GOTO et al. 2010). A forma cutâneo-difusa é caracterizada por 

lesões nodulares não ulceradas. É a manifestação mais rara e grave da doença 

cutânea e pode persistir indefinidamente. São causadas geralmente por L. (L.) 

amazonensis e L. (L.) mexicana no “Novo Mundo” e L. (L.) aethiopica no “Velho 

Mundo” (BAILEY et al. 2007; GOTO et al. 2010). 

 A leishmaniose cutânea-mucosa (LCM) caracterizada pela habilidade do 

parasito ter metástase para os tecidos mucosos por disseminação linfática ou 

hematogênica. Embora a LCM possa ser causada por outras espécies de 

Leishmania esta é mais comumente associada com L. braziliensis e, portanto, salvo 

a algumas exceções, limitada a América do Sul (REITHINGER et al. 2008). Tem sido 

sugerido, baseado na distribuição geográfica e epidemiológica de algumas espécies 

de Leishmania, que a LCM no Brasil surgiu na região sul do Rio Amazonas, onde L. 

braziliensis é a predominante (GUERRA et al. 2011). Além disto, a grande maioria 

dos pacientes que possui esta manifestação clínica apresenta histórico de lesão de 

pele anterior e esquema terapêutico inadequado (GUERRA et al. 2011).  A cura 

espontânea da LCM é raramente observada e o tratamento é muito difícil 

(REITHINGER et al. 2008). 
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Tabela 1: Principais espécies de Leishmania relacionadas à leishmaniose cutânea 

que afetam o homem no Velho Mundo e no Novo Mundo e correlação com as 

manifestações clínicas da doença. 

 

Principais manifestações da doença Espécies 

 

Velho Mundo Subgênero Leishmania 

Leishmaniose Cutânea L. major, L. tropica e L. aethiopica 

Leishmaniose Cutâneo Difusa L. aethiopica 

 

Novo Mundo Subgênero Leishmania 

Leishmaniose Cutânea L. infantum, L. mexicana, L. pifanol e L. 

amazonensis 

Leishmaniose Cutâneo Difusa L. mexicana e L. amazonensis 

 

Novo Mundo Subgênero Viannia 

 

Leishmaniose Cutânea L. braziliensis, L. guyanensis, L. 

panamensis e L. peruviana 

Leishmaniose Mucocutânea L. braziliensis e L. panamensis 

Fonte: Adaptado KAYE et al. 2011. 

 

 Nas Américas, são atualmente reconhecidas 11 espécies dermotrópicas de 

Leishmania causadoras de doença humana e oito espécies descritas somente em 

animais. No entanto, no Brasil já foram identificadas 7 espécies, sendo 6 do 

subgênero Viannia e uma do subgênero Leishmania. Neste trabalho, foram utilizadas 

três espécies de Leishmania consideradas, principalmente, como dermotrópicas, 

sendo uma delas exclusiva de países do Velho Mundo: 

 

L. (L.) amazonensis 

Ocorre em áreas de florestas primárias e secundárias da Amazônia Legal 

(Amazonas, Pará, Rondônia, Tocantins e Maranhão), e também nos estados das 

regiões Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e São Paulo), Centro-Oeste 

(Goiás) e Sul (Paraná). Está presente em outros países como Colômbia, Paraguai, 

Bolívia e Guiana Francesa (BASANO & CAMARGO, 2004). Causa úlceras cutâneas 



24 

 

localizadas e, ocasionalmente, lesões anérgicas difusas em indivíduos com 

deficiência imunológica inata, levando ao quadro da leishmaniose cutânea-difusa 

(Ministério da Saúde 2006, 2010). Além disto, foram descritos casos de LV na Bahia 

com isolamento deste parasito em células da medula óssea (BARRAL et al., 1986). 

Seus reservatórios são roedores e marsupiais e a Lutzomyia flaviscutellata e Lu. 

olmeca os principais vetores (GONTIJO e CAMARGO, 2003).   

 

L. (V.) braziliensis 

 Foi a primeira espécie de Leishmania descrita como agente etiológico da LTA. 

É a mais importante, não só no Brasil, mas em toda a América Latina. Tem ampla 

distribuição, desde a América Central até o norte da Argentina (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2007). Causa lesões cutâneas e mucosas metastáticas (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2006). É transmitida por diferentes espécies de flebotomíneos como 

Lutzomyia whitmani, Lu. wellcomei e Lu. intermedia (GONTIJO e CARVALHO, 

2003). Infecções com L. braziliensis pode levar a desfiguração para os pacientes. 

Geralmente inicia-se com inflamação da mucosa e congestão nasal, seguido da 

ulceração da mucosa nasal e perfuração do septo. Em alguns casos os lábios, 

bochecha, palato mole, faringe ou laringe estão envolvidos (REITHINGER et al. 

2008). Causa no homem a leishmaniose cutânea e mucocutânea (BASANO & 

CAMARGO, 2004). 

 

L. (L.) major 

Considerada como uma das espécies mais prevalentes em países do “Velho 

Mundo”, que leva a uma lesão ulcerativa característica de formas cutâneas 

localizadas (GOTO et al. 2010; AMEEN, 2010). A maioria das lesões causadas por L. 

major cura espontaneamente entre 2 a 4 meses (MURRAY et al. 2005; 

REITHINGER et al. 2007). É interessante ressaltar que esta espécie foi utilizada 

como modelo em infecções murinas, a partir da qual foi estabelecida a dicotomia da 

resposta imunológica das leishmanioses em T helper 1 e T helper 2, indicando 

resistência ou suscetibilidade à infecção, respectivamente (ALEXANDER & 

BRYSON, 2005). Além disto, esta espécie de Leishmania foi a primeira a ter o seu 

genoma totalmente sequenciado (SILVA & SACKS, 1987). 
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1.3 Tratamento das leishmanioses 

 

 O tratamento das leishmanioses, incluindo formas cutâneas, é baseado na 

utilização de drogas que apresentam graves problemas como alta toxicidade, custo 

elevado, efeitos adversos, além do aparecimento de resistência (SANTOS et al. 

2008). As mesmas drogas são usadas para o tratamento das infecções causadas 

pelas diferentes espécies de Leishmania. Embora a OMS tenha fornecido uma 

recomendação para o tratamento das leishmanioses, existem abordagens 

terapêuticas variadas em diferentes países e regiões do mundo, o que sugere 

complexidade na quimioterapia da doença (GOTO et al. 2010). Segue abaixo (Figura 

6) as estruturas químicas das principais drogas utilizadas no tratamento das 

leishmanioses. 
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Figura 6: Estrutura química das principais drogas utilizadas no tratamento das 

leishmanioses. 

 

Nome 
Estrutura 

Comercial Químico 

Pentostam 
Stibogluconato de 

sódio 

 

Fungizon Anfotericina B 

 

Humatin 
Sulfato de 

Paramomicina 

 

Pentamidina 
Isocianato de 

Pentamidina 

 

Glucantime 
Antimoniato de 

Meglumina 

 

Miltefosina Hexadecilfosfocolina 

 

Fonte: Adaptado CROFT et al. 2006, SANTOS et al. 2008.  

 

Os antimoniais pentavalentes (Sb) são as drogas de primeira escolha usadas 

para o tratamento de todas as manifestações clínicas da doença. Esta droga é 
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disponível em duas diferentes formulações: antimoniato de meglumina (Glucantime) 

e stibogluconato de sódio (Pentostam). O mecanismo de ação não é conhecido, mas 

sabe-se que estas drogas inibem enzimas glicolíticas e oxidação de ácidos graxos 

em amastigotas de Leishmania, e há uma inibição dose-dependente da formação da 

rede de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) (SINGH et al. 2004, 

FREZARD et al. 2009; GOTO et al. 2010). Os principais efeitos colaterais são 

artralgia e mialgia, anorexia, náuseas, vômitos, febre, fraqueza, tontura, insônia, 

nervosismo, choque pirogênico e edema, além de cardiotoxicidade ou falência renal, 

principalmente em pacientes idosos. O uso destas drogas na gravidez é contra-

indicado (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). A eficácia dos antimoniais variam de 

acordo com a região geográfica, espécie de Leishmania e apresentação clínica. No 

“Novo Mundo” a eficácia dos antimoniais para o tratamento da LC tem sido variável. 

Na Bolívia, falha no tratamento foi observada em 7% dos pacientes, no Brasil em 

16% e 39% na Colômbia. No “Velho Mundo”, a ineficiência é de aproximadamente 

13% e, na Índia, já apresenta cepas resistentes (GOTO et al. 2010). Durante a última 

década, resistência aos antimoniais e falha terapêutica provocou epidemia em Bihar 

na Índia, e atualmente aproximadamente 60% de novos casos de LV nesta área não 

respondem aos antimoniais. Possuem a vantagem de ter baixo custo, entretanto 

suas desvantagens incluem administração intramuscular, tratamento prolongado e 

vários efeitos adversos. Inicialmente, os antimoniais eram administrados na dose de 

10 mg/kg por 6 a 10 dias com uma taxa de cura de 90%, entretanto a primeira falha 

no tratamento ocorreu na Índia duas décadas atrás. A partir disso, doses mais altas e 

esquemas prolongados (20 mg/kg por 30 dias) foram gradualmente introduzidos e 

em paralelo aumentou a taxa de resistência aos antimoniais (MALTEZOU, 2010). 

  Anfotericina B foi descoberta em 1956 como antibiótico e antifúngico, e tem 

sido usada, como segunda escolha, para tratamento das leishmanioses. Seu 

mecanismo de ação se baseia em aumentar a permeabilidade da membrana celular, 

promovendo um influxo de íons para o interior do parasito, tanto promastigotas 

quanto amastigotas de Leishmania, levando à morte celular. Além disso, a 

anfotericina B atua no ergosterol presente na membrana da Leishmania (GOTO et 

al. 2010). As principais desvantagens do uso da Anfotericina B convencional são as 

administrações prolongadas e os frequentes efeitos adversos tais como febre e 

calafrios relatados durante a infusão, nefrotoxicidade e hipocalemia, no qual 

necessita ser administrado em hospital (MALTEZOU, 2010). Quatro formulações de 
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drogas estão disponíveis: anfotericina B deoxicolato, anfotericina B lipossomal, 

anfotericina B dispersa em colesterol e complexo lipídico de anfotericina B. Todas as 

formulações apresentam eficácia similar, entretanto diferenças têm sido observadas 

em relação aos efeitos colaterais dessas formulações, com efeito colateral mais 

intenso associado com a anfotericina B deoxicolato, o qual pode induzir dano renal 

(GOTO et al. 2010). Formulações lipídicas de anfotericina B desta droga melhorou 

muito o perfil de segurança dessa droga. Formulações lipídicas são tomadas 

seletivamente pelo sistema retículo endotelial e exibe um aumento na atividade 

antileishmanial. Atualmente formulação lipossomal de anfotericina B é o primeiro 

tratamento de escolha em países endêmicos do sul da Europa bem como em outros 

países desenvolvidos, porque sua rápida e até 100% de cura em esquemas de 3 a 5 

dias, melhoram a conveniência para os pacientes e a redução dos custos no cuidado 

à saúde. Entretanto em países pobres mesmo cursos de curta duração de 

formulação lipossomal são inacessíveis e a seleção de drogas para o tratamento 

leishmanial torna-se mais uma questão de custo do que eficácia e toxicidade. O uso 

de nanopartículas e microesferas para a anfotericina B convencional também 

aumenta sua eficácia contra VL experimental (MALTEZOU, 2010). Anfotericina B 

lipossomal é considerada menos tóxica do que a forma deoxicolato porque visa 

especificamente o macrófago. Efeitos colaterais relacionados à infusão como 

dispnéia e rubor podem ser tratados com hidrocortisona e pode ser evitado com 

ritmo lento (DAVID & CRAFT, 2009). No Brasil, a formulação lipossomal de 

anfotericina B é fornecida como tratamento de primeira linha para crianças (até 12 

anos) e pacientes com idade superior a 50 anos no estado de São Paulo, entretanto 

isto não é via de regra nos outros estados brasileiros (TEMPONE et al. 2011). 

 A pentamidina tem sido usada com sucesso para o tratamento de LC ou LCM 

em algumas regiões do “Novo Mundo”, por apresentar a mesma eficácia dos 

antimoniais (GOTO et al. 2010). Os principais efeitos adversos são dor no local da 

injeção, gosto metálico na boca, dor de cabeça, dispnéia, hipotenção e hipoglicemia 

(DAVID & CRAFT, 2009). A pentamidina interfere na síntese de DNA da Leishmania, 

modificando a morfologia do cinetoplasto e promovendo a fragmentação da 

membrana da mitocôndria, matando o parasito (GOTO et al. 2010).  

 A miltefosina (hexadecilfosfocolina) foi inicialmente desenvolvida contra o 

câncer e a primeira droga efetiva para tratamento oral da LV (CROFT et al. 2006). As 

principais preocupações em relação ao uso da miltefosina incluem seu potencial 
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efeito teratogênico e sua meia-vida longa, o que pode facilitar o aparecimento de 

resistência. Seu mecanismo de ação ainda não é conhecido, mas parece que se liga 

à membrana plasmática e é internalizado na célula do parasito. Alguns estudos têm 

relatado que a miltefosina induz a morte celular em L. donovani por apoptose (PARIS 

et al. 2004).  A miltefosina induz efeitos antinflamatórios e imunológicos sobre 

macrófagos. Recentemente, estudos têm relatado que a miltefosina aumenta 

receptores de IFN-γ e a resposta do IFN-γ em macrófagos infectados com L. 

donovani, além de induzir resposta Th1 dependente de IL-12 e inverter resposta Th2 

para Th1 (MALTEZOU, 2010). Possui poucos efeitos colaterais como náusea, 

vômitos e elevação da creatinina (DAVID & CRAFT, 2009). Pesquisas realizadas na 

América Central e do Sul apontam variações de sensibilidade de espécies de 

Leishmania do Novo Mundo frente a este composto (SOTO et al. 2004; YARDLEY et 

al. 2005; MACHADO et al. 2010, TEMPONE et al. 2011). 

A paramomicina é um aminoglicosídeo usado para o tratamento de doenças 

bacterianas, e tem mostrado atividade antiparasitária (SINGH et al. 2004). Além 

disso, a paramomicina tem sido usada para aplicação local e parenteral no 

tratamento de leishmaniose tegumentar no “Velho Mundo e ”Novo Mundo” (GOTO et 

al. 2010). Os efeitos adversos mais frequentes são elevação das transaminases 

hepáticas, ototoxicidade e dor no local da injeção. A paramomicina inibe a síntese 

protéica e modifica a fluidicidade e permeabilidade da membrana. Estudos in vitro 

mostraram que 72 horas após exposição da paramomicina, amastigotas e 

promastigotas de L. donovani, reduziram o potencial da mitocôndria, indicando que a 

mitocôndria é o alvo desta droga (MALTEZOU, 2010). Paramomicina injetável tem 

sido usada no tratamento de LV. Em combinação com stibogluconato, a 

paramomicina tem sido usada para várias síndromes de doenças cutâneo-difusas 

(SINGH et al. 2004).  

 Outras drogas têm sido usadas para o tratamento das leishmanioses, dentre 

elas, os azóis como fluconazol, cetoconazol e itraconazol, inicialmente usados em 

infecções por fungos, têm sido para o tratamento de LC. A azitromicina apresenta 

atividade contra L. major in vitro e in vivo, mas seu mecanismo de ação ainda não é 

conhecido. O alopurinol sozinho, ou em associação com antimoniais têm sido 

usados no tratamento de leishmanioses no “Novo Mundo” e “Velho Mundo” e seus 

resultados foram contraditórios. A dapsona tem sido usada no tratamento de 

leishmanioses com taxa de cura de 82% no “Velho Mundo”. A rifampicina sozinha ou 
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em combinação com outras drogas tem sido usadas para o tratamento de 

leishmanioses, mas seus resultados são divergentes (GOTO et al. 2010).  

 Entretanto, as drogas convencionais estão longe de satisfazer a demanda 

atual das populações endêmicas devido ao custo, toxicidade e resistência, 

resultando na urgente necessidade para identificar e desenvolver novas alternativas 

terapêuticas. A identificação de novos agentes requer o conhecimento da biologia 

celular e bioquímica do parasito. Os avanços genômicos e proteômicos com 

ferramentas da bioinformática geram novas informações de interesse biológico. Os 

protozoários são também de interesse do ponto de vista biológico já que possuem 

estruturas citoplasmáticas especiais e organelas. Estudos têm revelado que uma 

única via metabólica existe nessas organelas, abrindo novas possibilidades para a 

identificação de novos alvos de drogas e novas drogas (FIDALGO et al. 2011). 

 

1.4 Imidazolidinas e hexahidropirimidinas 

 

Os compostos heterocíclicos (Figura 7), incluindo imidazolidinas e 

hexahidropirimidinas são encontrados na natureza e despertaram o interesse dos 

químicos na tentativa de melhor explorar sua atividade biológica (RAETHER et al. 

2003). Uma diversidade de efeitos biológicos pode ser encontrada em compostos 

heterocíclicos, os quais incluem atividade antiparasitária (metronidazol), antifúngica 

(cetoconazol), cardiovascular (clonidina e nafazolina) e anticancerígena 

(misonidazol) (SHARMA et al. 2001).   

Nitrofurazona, um derivado nitrofurano, foi o primeiro composto heterocíclico 

usado na medicina por suas propriedades antibacterianas. Durante as duas guerras 

mundiais, foi usado como aplicação tópica para o tratamento de queimaduras e 

feridas. A descoberta desse efeito estimulou interesse nos compostos 

nitroheterocíclicos como agentes quimioterápicos (RAETHER et al. 2003).  

O primeiro nitro-composto natural, isolado em 1953 e sintetizado em 1965, 

contendo um anel imidazol e estudado farmacologicamente foi a droga 

antibacteriana azomicina, um 2-nitro-1H-imidazol. O metronidazol também está entre 

esses compostos. Para o 4- e 5- nitroimidazóis, o período de intenso 

desenvolvimento foi entre 1970 e 1975, resultando em 2-substituído 1-metil-5- 

nitroimidazol tais como flunidazol, nitroimidazol e ronidazol. Mais tarde, dentre o 2-



31 

 

nitroimidazóis os compostos de maior interesse no mercado ou em fase de avaliação 

clínica foram as drogas antiprotozoárias como benzimidazol e misonidazol, o qual foi 

o primeiro nitroimidazol submetido a triagem clínica como uma célula 

radiosensibilizadora hipóxica na terapia do câncer em 1980. Desde a introdução dos 

5-nitroimidazóis e carbamatos benzimidazóis como agentes terapêuticos, poucos 

compostos têm surgido. Todos os agentes nitroheterocíclicos são ativos em uma 

variedade de protozoários anaeróbios, além de bactérias microaerófilas e 

anaeróbicas, sendo utilizados para o tratamento de amebíases, trichomoníases, 

giardíasis e infecções bacterianas anaeróbicas. 

Em relação à atividade em Leishmania, agentes antifúngicos azóis (Figura 7) 

também têm sido usados como agentes antileishmaniais desde 1980, cujo 

mecanismo de ação tem sido atribuido à inibição da síntese do ergosterol por 

bloqueio da 14α-demetilase (SHAKYA et al. 2011). Azóis N-substituídos como 

cetoconazol, miconazol, fluconazol e itraconazol são drogas bem toleradas que são 

potencialmente ativas para Leishmania, mas seu uso no tratamento em leishmaniose 

cutânea e visceral tem produzido resultados conflitantes (SHAKYA et al. 2011). 

Segundo SOUSA et al. (2011), o fluconazol, o qual é um triazol, tem sido 

usado para o tratamento da LC causadas por diferentes espécies de Leishmania na 

dosagem de 200 mg por dia com resultados variáveis. O fluconazol impede o 

crescimento da Leishmania na cultura inibindo a citocromo P-450 mediado pela 14-

α-demetilação do lanesterol, bloqueando a síntese do ergosterol e causando 

acúmulo do 14-α-4metil esteróis (SOUSA et al. 2011). Além disto, fluconazol também 

tem sido usado clinicamente com sucesso em combinação com alopurinol no 

tratamento da LV (SHAKYA et al. 2010).  
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Figura 7: Alguns compostos heterocíclicos com propriedades antiparasitárias. 
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O nitazoxanido é um composto antiparasitário de amplo espectro pertencente 

à classe dos nitroheterocíclicos chamados de tiazóis, o qual é rapidamente 

metabolizado em tizoxanido em humanos (NAVARRETE-VAZQUEZ et al. 2011). 

NAVARRETE-VAZQUEZ et. al. (2011), avaliou a atividade antiprotozoária “in vitro” 

de 2 benzólogos do nitazoxanido e do tizoxanido, incluindo a atividade em 

promastigotas de L. mexicana. Dentre os dois compostos testados, um foi 10 vezes 

mais ativo do que a pentamidina. 

As imidazolidinas (Figura 8a) (derivados do tetrahidroimidazol) são aminas 

cíclicas de interesse farmacológico e apresentam atividade biológica com vários 

grupos substituintes. Por exemplo, N,N'-dihidroxifenilimidazolidinas e N,N'-bis-

aminoalquilimidazolidinas possuem atividades antifúngicas, antibacterianas e 

antivirais, o N,N'-dibenzil-2-arilimidazolidinas possuem atividades bactericida e 

amebicida (CATERINA et al. 2008). Alguns derivados das imidazolidinas têm sido 

testados para avaliar sua ação biológica in vitro e a relação estrutura/atividade em 

Trypanosoma cruzi (CATERINA et al. 2008). SHARMA e colaboradores já haviam 

testado em 2001 vários compostos derivados de tetrahidroimidazóis avaliando a 
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atividade antinflamatória, analgésica e antibacteriana destes compostos.  

Assim, como as imidazolidinas, também as hexahidropirimidinas (Figura 8b) 

são aminas cíclicas, possuindo um anel de 6 membros diferentemente da 

imidazolidina que possui um anel de 5 membros. As hexahidropirimidinas têm 

demonstrado atividades antifúngicas, antibacterianas e antivirais (DE CARVALHO et 

al. 2010). 

  

Figura 8: Estrutura química da Imidazolidina (a), Hexahidropirimidina (b). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1- Objetivo Geral 

  

Avaliar a atividade citotóxica de análogos de imidazolidinas e seus 

precursores e hexahidropirimidinas em diferentes espécies de Leishmania e em 

macrófagos peritoneais. Além disto, analisar se o efeito leishmanicida de 

hexahidropirimidinas envolve mecanismo imunomodulatório. 

 

2.2- Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito citotóxico dos compostos análogos de imidazolidinas e seus 

precursores em formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. 

major; 

 Avaliar o efeito citotóxico dos compostos análogos de hexahidropirimidinas 

em formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis, L. major; 

 Avaliar o efeito citotóxico dos compostos em células de mamíferos, utilizando 

macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c; 

 Avaliar a relação estrutura/atividade dos precursores e análogos de 

imidazolidinas e hexahidropirimidinas; 

 Avaliar o efeito citotóxico dos compostos precursores e análogos de 

imidazolidinas e hexahidropirimidinas que apresentarem baixa citotoxicidade 

em macrófagos e atividade antipromastigota significativa, em amastigotas 

intracelulares de Leishmania em diferentes concentrações dos compostos; 

 Avaliar os níveis de NO em macrófagos infectados com L. major e tratados 

com análogos de hexahidropirimidinas. 

 

 

 

 



35 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Compostos Sintéticos 

 

 Foram testados compostos sintéticos análogos de imidazolidinas e 

hexahidropirimidinas. Todas as moléculas foram sintetizadas no Núcleo de 

Pesquisas Químicas (NUPEQ) pelo Prof. Dr. Adilson David da Silva do 

Departamento de Química do Instituto de Ciências Exatas da Universidade Federal 

de Juiz de Fora.  

  Nas tabelas 2 e 3 descritas abaixo estão representadas as estruturas 

químicas dos compostos derivados das imidazolidinas e seus precursores e também 

dos análogos de hexahidropirimidinas testados neste trabalho. 
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Tabela 2: Estruturas químicas dos precursores e análogos das imidazolidinas. 

 

Composto Estrutura Química Nome do Composto 

 

1 

N N

OMeMeO  

1,2-N,N'-Bis(4-metoxi-

benzilideno)etilenodiamina 

 

2 

 

NH HN

OMeMeO  

 

1,2-N,N'-Bis(4-metoxi-

benzil)etilenodiamina 

 

3 

 

N N

OMeMeO  

 

1,3-Bis(4-metoxibenzil)-2-(4-metoxifenil)-

imidazolidina 

 

4 

 

N N

OMeMeO  

1,3-Bis(4-metoxibenzil)-2-(4-hidroxi-5-

metoxi-fenil)-imidazolidina 

 

5 

 

N N

OMeMeO
OMe  

 

1,3-Bis(4-metoxibenzil)-2-(4,4-

dimetilamino-fenil)-imidazolidina 

 

6 

 

N N

OMeMeO
OH

OMe

 

 

1,3-Bis(4-metoxibenzil)-2-fenil-

imidazolidina 

 

7 

 

N N

OMeMeO
NMe2  

 

1,3-Bis(4-metoxibenzil)-2-(2-hidroxi-fenil)-

imidazolidina 

 

8 

 

N N

OMeMeO
NO2  

 

1,3-Bis(4-metoxibenzil)-2-(4-nitro-fenil)-

imidazolidina 

 

9 

 

N N

OMeMeO

OH

 

 

1,3-Bis(4-metoxibenzil)-imidazolidina 
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Tabela 3: Estrutura química dos análogos de hexahidropirimidinas. 

 

Composto Estrutura Química Nome do Composto 

 

10 
N N

OMeMeO  

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-

benzil)hexahidropirimidina 

 

11 
N N

OMeMeO  

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-benzil)-2-

(fenil)hexahidropirimidina 

 

12 
N N

OMeMeO

OMe  

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-benzil)-2-(p’-metoxi-

fenil)hexahidropirimidina 

 

13 
N N

OMeMeO

OH  

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-benzil)-2-(p’-hidroxi-

fenil)hexahidropirimidina 

 

14 
N N

OMeMeO

NO2

 

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-benzil)-2-(o’-nitro-

fenil)hexahidropirimidina 

 

15 

N N

OMeMeO

NMe2  

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-benzil)-2-(p’-

dimetilamino-fenil)hexahidropirimidina 

 

16 
N N

OMeMeO

NO2  

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-benzil)-2-(p’-nitro-

fenil)hexahidropirimidina 

 

17 
N N

OMeMeO

OH

 

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-benzil)-2-(o’-hidroxi-

fenil)hexahidropirimidina 

 

18 
N N

OMeMeO MeO

OMe

OMe

 

1,3-N,N’-Bis(p-metoxi-benzil)-2-(m’, m’, p’-

trimetoxi-fenil)hexahidropirimidina 
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3.2 Cultivo dos parasitos                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

 

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

cultivadas em meio Warren (Infusão de coração e cérebro - BHI, acrescentado de 

hemina e ácido fólico).  Formas promastigotas de L. major (MRHO/SU/59/P) e L. 

braziliensis (MHOM/Br/75/M2903) foram cultivadas em Meio BHI (Infusão de coração 

e cérebro, suplementado com L-glutamina). Todas as culturas foram suplementadas 

com 10% de soro fetal bovino (SFB) e os parasitos foram cultivados a 24 oC. SBF foi 

adquirido da Cultilab (Campinas, São Paulo, Brasil); BHI foi adquirido da Himédia 

(Mumbai, Índia), L-glutamina foi adquirido da Vetec (Duque de Caxias, Rio de 

Janeiro, Brasil), hemina e ácido fólico foi adquiridos pela Sigma Chemical Co (St. 

Louis, MO, USA). Os parasitos foram constantemente isolados a partir de lesão de 

camundongos e os promastigotas eram mantidos in vitro, com repiques realizados 2 

vezes por semana. 

 

3.3 Manutenção da infecção de L. amazonensis, L. major e L. braziliensis em 

camundongos BALB/c 

 

 Para manter a infectividade das cepas foram utilizados camundongos machos 

BALB/c com 6 semanas de idade. Para L. amazonensis e L. major foi inoculado no 

coxim plantar esquerdo 2x106 células/ml em 50 µl de PBS por animal (FIDALGO et 

al. 2004), após pequenas modificações. Para L. braziliensis, foi inoculado 1x107 

células/ml em 50µ de PBS na derme da orelha esquerda do camundongo (MOURA 

et al. 2005), após algumas modificações. Para todas as espécies de Leishmania a 

infecção dos camundongos foi realizada com os parasitos na fase estacionária da 

curva de crescimento. A punção foi realizada nas lesões após aproximadamente 6 

semanas de infecção com a retirada das formas amastigotas, que em seguida foram 

colocadas nos respectivos meios de cultura suplementado com 20% de soro fetal 

bovino (SFB) e mantidos a  24 oC. Após 24 horas em cultura, as formas promastigotas 

apareciam e foram mantidas através de repiques 2 vezes por semana. 
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3.4 Avaliação da citotoxicidade em formas promastigotas de Leishmania  

 

A atividade antipromastigota foi avaliada através do teste colorimétrico do 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazólico ou MTT (Sigma Chemical Co- St. Louis, 

MO, USA), onde o sal tetrazolium de cor amarela e solúvel em água é convertido em 

formazan, insolúvel e de cor lilás pela atividade das desidrogenases mitocondriais das 

células vivas, se tornando posteriormente solúvel com  a adição de isopropanol 

(MOSMMAN, 1983). Os testes foram realizados em placas de 96 poços. As formas 

promastigotas na fase logarítmica da curva de crescimento foram suspensas na 

concentração de 2 x 105 células/poço após contagem em câmara de Neubauer. Os 

compostos foram adicionados em concentrações seriadas (87,0; 49,0; 28,0; 15,4; 8,6; 

4,8; 2,7 e 1,5µM) após diluição em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma Chemical Co St. 

Louis, MO, USA). Os testes foram realizados em duplicatas, no qual em alguns poços 

não houve adição de drogas (controle). Após 72 horas de incubação em estufa a 24 oC, 

foi adicionado 10 µl de MTT à 5 mg/mL em cada poço e as placas foram novamente 

incubadas durante quatro horas. A reação foi interrompida pela adição de 100 µl de 

isopropanol/ácido clorídrico (HCl) (solução de isopropanol/HCl a 0,7%) e lida em 

espectrofotômetro à 570 nm  (Multiskan EX- Thermo Electron Corporation, Vantaa, 

Finlândia). Os resultados foram expressos em porcentagem de inibição das 

promastigotas em relação ao controle e a partir desse teste de viabilidade foi 

determinado o CI50 de cada molécula, que representa a concentração molar que inibe 

50% do crescimento celular. O CI50 foi calculado com o auxílio do programa GraFit  5 

(Erithacus Software Ltda., Horley, U.K). A anfotericina B (Cristália- São Paulo, Brasil) 

foi utilizada como fármaco de referência. 

 

3.5 Avaliação da citotoxicidade dos compostos sobre macrófagos peritoneais 

de camundongos BALB/c 

 

 Para verificar a citotoxicidade dos compostos em células de mamíferos, foram 

utilizados macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c estimulados com 2 ml de 

tioglicolato 3%. Após 72 horas, foi feito o lavado peritoneal dos camundongos em meio 

199 (Sigma). As células obtidas foram centrifugadas por 10 minutos a 10 rpm e o 

sedimento formado foi ressuspendido em RPMI 1640 (Sigma). Em seguida, as células 
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foram contadas na câmara de Neubauer, plaqueadas na concentração de 2x106 

células por poço na placa de 96 poços a 37°C, 5% de CO2. Após 16 horas, as células 

foram lavadas com PBS estéril para a retirada de macrófagos não aderidos. 

Posteriormente, foram adicionados meio RPMI-1640 contendo 10% SBF e os 

compostos a serem testados, em diferentes concentrações (100,0; 50,0; 25,0; 12,5 e 

6,25 M). A placa foi colocada novamente na estufa com 5% de CO2 a 37 ºC. Após 72 

horas, foi adicionado 10 L de MTT (MOSSMAN, 1983) à 5 mg/mL em cada poço e 

depois de duas horas, a reação foi interrompida pela adição de 100 L de 

isopropanol/HCl (solução de isopropanol/HCl a 0,4%). A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro a 570 nm (Multiskan EX- Thermo Electron Corporation, Vantaa, 

Finlândia). Os testes foram realizados em duplicatas e em alguns poços não houve 

adição de compostos (controle). Os resultados foram expressos em porcentagem de 

inibição dos macrófagos em relação ao controle.  

 

3.6 Avaliação da citotoxicidade dos compostos em amastigotas intracelulares 

 

 Diante dos resultados obtidos nos testes de citotoxicidade em macrófagos 

peritoneais e em promastigotas, alguns compostos foram selecionados para a 

realização de testes antiamastigota em Leishmania.  

 Os testes biológicos antiamastigota foram realizados com macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis para os análogos 

de imidazolidinas e L. major para os análogos das hexahidropirimidinas. Após obtenção 

dos macrófagos como descrito no item anterior, os mesmos foram cultivados sob 

lamínula de vidro de 13 mm de diâmetro, em placa de 24 poços. Em cada poço da 

placa foi colocado 300 µl da suspensão de macrófagos na concentração de 2x106 

células e deixadas na estufa a 37°C a 5% de CO2 por 24 horas. Após esse período, as 

células foram lavadas com PBS estéril para a retirada das células não aderidas. Em 

seguida adicionou-se 10x106 promastigotas (proporção 5:1) para L. amazonensis e 

20x106 promastigotas (proporção 10:1) para L. major em fase estacionária/poço em 

meio RPMI-1640 contendo 10% SBF deixando interagir por 3 horas a 33ºC a 5% CO2. 

Em seguida, cada poço foi lavado com PBS estéril para retirar os parasitos que não 

foram fagocitados e os compostos foram adicionados em diferentes concentrações de 

100,0; 50,0; 25,0 e 5,0 µM para os análogos de imidazolidinas e de 100,0; 50,0; 25,0; 
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12,5 e 6,25 µM para os análogos de hexahidropirimidinas. Em 48 horas foi coletado o 

sobrenadante para a realização da dosagem de NO. Após 72 horas de tratamento, em 

estufa de CO2 à 33ºC, as células foram fixadas com álcool absoluto, desidratadas em 

bateria acetona/xilol (primeiro na acetona pura, depois 90% acetona e 10% xilol, 50% 

acetona / 50% xilol, 90% xilol e 10% acetona e por último xilol puro) e coradas com 

Giemsa. Cada teste foi realizado em duplicata.  

O efeito antiparasitário dos análogos para as formas amastigotas intracelulares 

de L. amazonensis e L. major foi avaliado a partir da contagem dessas formas em 100 

macrófagos parasitados e a quantidade de células não infectadas durante a contagem. 

A partir dos dados obtidos foram feitas as seguintes avaliações: 

- Avaliação da carga global de amastigotas: foi calculada a partir do número total de 

amastigotas em relação ao número total de células (infectadas e não infectadas). A 

partir deste dado, foi estabelecido o número de parasitos intracelulares correspondente 

a 100 células totais e comparado o controle (sem tratamento) com grupo tratado. 

- Avaliação do número de amastigotas por células infectadas: foi calculado a partir do 

número de amastigotas intracelulares em macrófagos infectados no controle e 

comparado com o grupo tratado.  

- Avaliação do número de macrófagos infectados: foi calculado a partir do número de 

células infectadas em relação ao total de células (infectadas e não infectadas) no 

controle e comparado com o grupo tratado.  

 

3.7 Determinação dos níveis de óxido nítrico (NO) em macrófagos peritoneais 

de camundongos BALB/c infectados com L. major 

 

 O NO foi dosado, de maneira indireta, através da concentração de nitrito 

(NO


2 ), subproduto estável da oxidação do NO, usando o reagente de Griess 

(GREEN et al. 1982). Alíquotas de 50 l do sobrenadante das culturas foram 

retiradas após 48 horas de tratamento com os análogos das hexahidropirimidinas e 

incubados com 50 l de reagente de Griess (25 l de sulfanilamida (Sigma) a 1% e 

25 l de N-1-diidrocloreto de naftiletilenodiamina (Sigma) a 0,1% em ácido fosfórico 

a 2,5% (Sigma)), sob temperatura ambiente, por 5 minutos. Posteriormente, a 

absorbância foi medida em espectrofotômetro a 540 nm (Multiskan EX- Thermo 

Electron Corporation, Vantaa, Finlândia) e a produção de nitrito foi quantificada 
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através da comparação com curva padrão utilizando diferentes concentrações de 

NaNO2. 

 Os controles para este experimento foram: (1) controle negativo de produção 

de NO sem estímulo, constituído de macrófagos; (2) controle positivo de produção 

de NO com estímulo, constituído de macrófagos + lipopolissacarídeo de bactéria 

Escherichia coli (Sigma) (LPS - 10 µg/ml); (3) controle de macrófagos infectados 

com Leishmania sem estímulo e (4) controle de macrófagos infectados com 

Leishmania com estímulo.  

 

3.8 Análise Estatística 

 

  Nos ensaios antipromastigota de Leishmania os valores dos CI50 para cada 

composto foram determinados graficamente a partir de uma curva de regressão não 

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

95% utilizando o programa GraFit  versão 5 (Erithacus Software Ltd., Horley, U.K). 

 Nos ensaios antiamastigota e dos níveis de óxido nítrico a análise estatística 

foi realizada por análise de variância (one-way-ANOVA) usando GraphPad, no qual  

diferenças estatisticamente significantes quando comparado ao grupo controle foi 

analisado pelo pós-teste de Dunnett. Diferenças foram consideradas significantes 

quando p < 0,0001 (***), p < 0,001 (**) e p < 0,01 (*). Para ensaios antiamastigotas, 

os valores dos CI50 foram calculados utilizando o programa GraFit versão 5 

(Erithacus Software Ltd., Horley, U.K) e o Probit no qual foi utilizado o método de 

Litchtfiet e Wilcoxon. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1- Compostos sintéticos análogos de imidazolidinas e seus precursores 

 

A atividade leishmanicida dos análogos de imidazolidinas e de seus 

precursores foi testada em formas promastigotas de três espécies de Leishmania: L. 

amazonensis, L. braziliensis e L. major relacionadas principalmente à manifestações 

tegumentar da doença (BAILEY et al. 2007). A atividade foi avaliada após 72 horas 

de tratamento, através do método colorimétrico do MTT. Os resultados fazem parte 

do artigo publicado no The Scientic World Journal (De Carvalho et al. 2010), em 

anexo (Anexo A). 

Dentre os dois precursores testados (1-2) e sete análogos testados (3-9), 

cinco se mostraram efetivos em formas promastigotas de L. amazonensis, com CI50 

variando entre 6,18 µM a 34,93 µM, enquanto que quatro compostos não foram 

ativos até a máxima concentração testada de 87,00 M (Tabela 4). O precursor 1, 

que apresenta diiminas na sua estrutura, não apresentou atividade antipromastigota 

em nenhuma das espécies de Leishmania. O composto 1 que foi submetido a 

reação de redução da diimina para a formação da diamina levou ao precursor 2, o 

qual apresentou importante atividade, sendo inclusive o composto mais ativo da 

série (CI50 = 6,18 M). A formação da imidazolidina a partir do composto 2 diminui a 

atividade antipromastigota dos compostos. Observou-se também que a introdução 

de um terceiro anel reduziu ainda mais a atividade antipromastigota da imidazolidina, 

ou seja, os compostos 4, 5, 6, 7, 8 e 9, que possuindo três anéis ligados à 

imidazolidina, não foram ativos ou apresentaram baixa atividade antipromastigota. 

Para formas promastigotas de L. major, seis compostos dentre os nove 

testados se mostraram ativos, com CI50 variando entre 5,90 e 19,86 M (Tabela 4). O 

precursor 2 foi o que apresentou maior atividade antipromastigota em L. major com 

CI50 de 5,90 M, como ocorreu também para L. amazonensis pela formação da 

diamina. A introdução de um terceiro anel aromático diminui a atividade dos 

compostos quando comparado com o composto 3 com CI50 de 7,76 M. Mas ao 

introduzir um terceiro grupo metóxi na posição “para”, observa-se um aumento na 

atividade como ocorreu com o composto 5 que apresentou um CI50 (7,09 M) com 
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valor próximo do composto 3. A introdução de uma hidroxila ou de um grupo nitro na 

posição “meta” elimina a atividade antipromastigota, como pode ser observado nos 

compostos 6 e 8. A presença de grupos amino no anel aromático diminui a atividade 

(composto 7).  

Nas formas promastigotas de L. braziliensis, apenas três compostos 

apresentaram atividade antipromastigota com CI50 variando de 6,18 µM a 42,84 µM. 

Confirmando o desempenho do precursor 2, o mesmo foi o mais ativo da série, com 

com CI50 de 6,18 µM. O composto 3 no qual não possui radical ligado a imidazolidina 

apresentou CI50 de 23,73  µM. O composto 4 que possui um terceiro anel aromático 

não apresentou atividade antipromastigota para L. braziliensis. A introdução de um 

terceiro grupo metóxi na posição para diminuiu a atividade antipromastigota como 

pode ser observado no composto 5 com  CI50 de 42,84  µM. A introdução de outros 

radicais como grupo hidroxila, nitro e N-metil diminuem ainda mais a atividade 

antipromastigota como pode ser verificado na Tabela 4. 
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Tabela 4: Efeito dos análogos de imidazolidinas e seus precursores sobre 

promastigotas de L. amazonensis e L. major e L. braziliensis. 

 

  CI50 (µM) 

Composto Estrutura  L. amazonensis L. braziliensis L. major 

1 

 

N N

OMeMeO  

> 87,00 > 87,00 > 87,00 

2 

 

NH HN

OMeMeO  

6,18 ± 0,53 6,18±0,45 5,90 ± 0,84 

3 

 

N N

OMeMeO  

14,91 ± 0,35 23,73±1,62 7,76± 0,86 

4 

 

N N

OMeMeO  

34,93 ± 3,96 > 87,00 10,44±1,00 

5 

 

N N

OMeMeO
OMe  

21,61 ± 1,29 42,84±1,44 7,09 ± 0,35 

6 

 

N N

OMeMeO
OH

OMe

 

> 87,00 > 87,00 > 87,00 

7 

 

N N

OMeMeO
NMe2  

> 87,00 > 87,00 19,86±2,13 

8 

 

N N

OMeMeO
NO2  

> 87,00 > 87,00 > 87,00 

9 

 

N N

OMeMeO

OH

 

30,77 ± 5,25 > 87,00 16,64 ± 1,53 

Anfotericina 

B 
 0,14±0,01 0,4±0,06 0,31±0,07 
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Em relação à citotoxicidade em macrófagos, as células foram tratadas em 

diferentes concentrações dos compostos durante 72 horas, sendo a viabilidade 

celular analisada pelo método do MTT. Como pode ser observado na figura 9, os 

precursores e análogos das imidazolidinas apresentaram baixa toxicidade às células 

de mamíferos, com inibição da viabilidade celular inferior a 15%, mesmo na mais alta 

concentração testada (100 µM).  Assim, os compostos 1-9 não foram considerados 

tóxicos para os macrófagos peritoneais de camundongos. Pode-se observar também 

que todos os compostos testados mostraram inibição da viabilidade celular dos 

macrófagos inferior ao da anfotericina B que foi utilizada como droga de referência e 

na concentração de 100 µM apresentou toxicidade para macrófagos maior que 40%. 

 

Figura 9: Porcentagem de inibição da viabilidade celular de macrófagos peritoneais 

de camundongos BALB/c após tratamento com os precursores, análogos das 

imidazolidinas e Anfotericina B. 

 

 

 

 

 Para os ensaios de atividade nas formas intracelulares de Leishmania, foi 

escolhida a espécie de L. amazonensis, pelo fato deste teste estar bem padronizado 

em nosso laboratório e a manutenção da cepa em camundongos ter sido garantida 
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com sucesso. Os macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram 

eficientemente infectados com amastigotas de L. amazonensis, pois no controle (sem 

adição dos compostos) aproximadamente 76% das células estavam infectadas e havia, 

em média, oito parasitos por célula infectada.  

 Em relação à escolha dos compostos, optou-se por testar o precursor 2 e os 

análogos 3, 4, 5 e 9, por terem apresentado atividade antipromastigota de L. 

amazonensis  e baixa toxidez para macrófagos. Para verificar o efeito dos compostos 

sobre as formas intracelulares, foram analisados os seguintes parâmetros: carga global 

de amastigotas, número de amastigotas/macrófagos e número de macrófagos 

infectados (Figuras 10 a 12). É possível verificar que todos esses compostos 

apresentaram boa atividade em amastigotas de L. amazonensis, levando à redução da 

carga global, do número de amastigotas por macrófago infectado e da porcentagem de 

células infectadas. Além disto, de maneira geral, a atividade foi dose-dependente. 

Analisando a figura 10, pode-se verificar que em todos os compostos houve 

uma redução significativa da carga global de amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis, de maneira dose-dependente. Quando comparado ao controle (659,5 

amastigotas), o composto 2 foi o mais ativo, apresentando carga global de parasitos 

intracelulares de 12,6 amastigotas (100 μM),  15,5 (50 μM), 16,4 (25 μM) e  298,6 (5 

μM), o que corresponde a 1,91%; 2,36%; 2,49% e 45,27 da carga global de parasitos.    

 

Figura 10: Porcentagem da carga global de amastigotas de L. amazonensis tratados 

com os compostos 2, 3, 4, 5 e 9. 

 

C
ontr

ole M

10
0

M
50

M
25

M5

0

50

100

150

***

concentrações  do composto 2

%
 c

a
rg

a
 g

lo
b

a
l

C
ontr

ole M

10
0

M
50

M
25

M5

0

50

100

150

***

concentrações composto 3

%
 c

a
rg

a
 g

lo
b

a
l

 



48 

 

C
ontr

ole M
10

0
M

50
M

25
M5

0

50

100

150

***

concentrações composto 4

%
 c

a
rg

a
 g

lo
b

a
l

C
ontr

ole M

10
0

M
50

M
25

M5

0

50

100

150

***

concentrações composto 5

%
 c

a
rg

a
 g

lo
b

a
l

 

C
ontr

ole M

10
0

M
50

M
25

M5

0

50

100

150

***

concentrações composto 9

%
 c

a
rg

a
 g

lo
b

a
l

 

Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. 
amazonensis e tratados com os análogos das imidazolidinas. A avaliação da carga global de 
amastigotas foi calculada a partir do número total de amastigotas em relação ao número total de células 
(infectadas e não infectadas). A partir deste dado, foi estabelecido o número de parasitos intracelulares 
correspondente a 100 células totais e comparado o controle (sem tratamento) com grupo tratado. Análise 
estatística: Teste One-Way Análise de Variância (Teste Dunnett), onde p < 0,0001 (***) é 

estatisticamente significante. 
 

Uma vez estabelecido o efeito dos compostos sobre amastigotas de L. 

amazonensis, foi realizado o cálculo do CI50 (Tabela 5). Dentre os compostos, o mais 

ativo foi o composto 2, que apresentou CI50 de 6,69 μM, sendo que os demais 

compostos apresentaram  CI50 de 11,08 μM; 33,60 μM; 63,88 μM e 35,13 μM, para os 

compostos 3, 4, 5 e 9,  respectivamente. 
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Tabela 5: CI50 dos compostos 2, 3, 4, 5 e 9 em formas intracelulares de L. 

amazonensis. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

*CI50 dos compostos em amastigotas intracelulares de L. amazonensis com intervalo de confiança 
calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon. 
 

 

Visto que os compostos reduziam a carga global de amastigotas intracelulares, 

foi investigado se o tratamento exercia efeito sobre o número de 

amastigotas/macrófagos. Como observado na figura 11, o tratamento com 72 horas 

dos compostos levou a uma redução estatisticamente significativa do número de 

amastigotas/macrófagos, tendo de 7,50 à 0,50 amastigotas/célula hospedeira,  o qual 

isto corresponde a 15,50% a 94%, respectivamente, quando comparado ao controle 

(8,87 amastigotas/macrófagos). Os compostos 2 e 3 foram os que tiveram maior 

atividade na redução destas formas intracelulares, valendo a pena destacar que o 

composto 2 reduziu em mais de 85% até nas três primeiras concentrações testadas de 

100 μM; 50 μM e 25 μM. Já na concentração de 5 μM, o composto 2 inibiu em 40% no 

número de amastigotas. O composto 3 reduziu o número de amastigotas em 94%, 

86% e 61% nas concentrações de 100 μM; 50 μM e 25 μM, respectivamente. O 

composto 4 e 5 inibiram os amastigotas em 81% e 72%, e em 83% e 58%; 

respectivamente nas concentrações de 100 μM e 50 μM. O composto 5 foi o menos 

ativo reduzindo apenas 53% o número de amastigotas na concentração de 100 μM. 

 

 

 

 

 

 

Compostos CI50 (μM)* 

2 6,69 (4,60-9,73) 

3 11,08 (8,63-14,22) 

4 33,60 (26,61-42,44) 

5 63,88 (49,80-81,96) 

9 35,13 (28,03-44,04) 
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Figura 11: Número de amastigotas de L. amazonensis por macrófago infectado no 

controle e tratado com os compostos 2, 3, 4, 5 e 9. 
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Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. 
amazonensis e tratados com os análogos das imidazolidinas. A avaliação do número de amastigotas 
por células infectadas foi feita a partir do número de amastigotas intracelulares em macrófagos infectados 
no controle, comparando-se com o grupo tratado. A partir deste dado, foi estabelecido o valor 
correspondente a 100 células totais. Análise estatística: Teste One-Way Análise de Variância (Teste 
Dunnett), onde p < 0,0001 (***) é estatisticamente significante. 

 

Foi verificado também se o tratamento influenciava no número de macrófagos 

infectados e como pode ser observado, quando se compara ao controle, todos os 
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compostos também reduzem o número de macrófagos infectados, variando de 2,70% 

a 70,0%, o que significa uma inibição da porcentagem de macrófagos infectados de 

30% a 97,3%, respectivamente (Figura 12). Neste caso, o composto 3 foi o que mais 

se destacou entre os compostos, inibindo 97,3%; 85,0%; 61,4% e 39,3%, nas 

concentrações de 100 μM, 50 μM, 25 μM e 5 μM, respectivamente. 

  

Figura 12: Porcentagem de células infectadas com amastigotas de L. amazonensis 

no controle e tratado com os compostos 2, 3, 4, 5 e 9. 
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Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. 
amazonensis e tratados com os análogos das imidazolidinas. A avaliação do número de macrófagos 
infectados foi feita a partir do número de células infectadas em relação ao total de células (infectadas e 
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não infectadas) no controle, comparando-se com o grupo tratado. Análise estatística: Teste One-Way 
Análise de Variância (Teste Dunnett), onde p < 0,0001 (***) é estatisticamente significante. 
 

 

A anfotericina B foi usada como droga-controle nas concentrações de 5,0; 1,0 e 

0,5 μM e apresentou uma porcentagem de inibição dos amastigotas de 63,69; 44,25 e 

27,11% e carga global de 8,96%, 17,16% e 32,54%, respectivamente, o que 

corresponde a uma redução de 91,04%, 82,84% e 67,45% da carga global de 

parasitos.   

A figura 13 ilustra a atividade anti-amastigota dos compostos 2, 3, 4, 5 e 9 na 

concentração de 100 μM. Pode ser observado que todos os compostos testados 

reduziram o número de amastigotas intracelulares de L. amazonensis quando 

comparados ao controle (Figura 13f), sendo que o composto 5 (Figura 13-d) foi o 

que obteve menor atividade quando comparado com o controle. 

  

 

Figura 13: Fotomicrografia ilustrativa da atividade leishmanicida após 72 horas de 

tratamento com os compostos. (a) controle L. amazonensis, (b) composto 2 ; (c) 

composto 3; (d) composto 4; (e) composto 5 e (f) composto 9. Aumento de 1000 X. 

 

 

(a)                                                               (b) 
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(c)                                                              (d) 
 

 

                               (e)                                                           (f) 
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4.2- Compostos sintéticos análogos de hexahidropirimidinas 

 

A atividade leishmanicida dos análogos das hexahidropirimidinas foi testada 

também em formas promastigotas de três espécies de Leishmania: L. amazonensis, 

L. major, L. braziliensis, todas relacionadas principalmente às manifestações 

tegumentar (BAILEY et al. 2007). Os resultados foram submetidos para publicação 

no Medicinal Chemistry (Anexo B). 

 Na tabela 6 estão representados os resultados da atividade antipromastigota 

das quatro espécies de Leishmania citadas anteriormente.  

Dentre as espécies testadas, promastigotas de L. major mostrou-se mais 

sensível, sendo que dos nove compostos testados, cinco apresentaram atividade 

leishmanicida com CI50 variando entre 13,63 µM e 33,50 µM (Tabela 6). Nenhuma 

outra espécie de Leishmania mostrou sensibilidade significativa (concentração 

máxima testada de 87 µM) com os análogos de hexahidropirimidinas.  

O composto 10, que apresenta 2 anéis benzil na sua estrutura apresentou 

maior atividade antipromastigota para L. major com CI50 de 13,63 µM. A introdução 

de um terceiro grupo benzil diminuiu a atividade dos outros compostos (11, 12, 13, 

14, 15, 16, 17 e 18). A presença de grupo amino metilado ou um grupo nitro na 

posição “para” elimina a atividade antipromastigota dos compostos, como observado 

nos compostos 15 e 16. Observou-se também que a introdução do grupo hidroxila 

na posição “para” aumentou a atividade antipromastigota do composto 13.  

É interessante observar que os compostos análogos das hexahidropirimidinas 

com anéis de 6 membros apresentaram menor atividade antipromastigota quando 

comparada às imidazolidinas com anéis de 5 membros (DE CARVALHO et al. 2010). 
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Tabela 6: Efeito dos análogos de hexahidropirimidinas em promastigotas de L. 

amazonensis, L. braziliensis e L. major. 

 

  CI50 (µM) 

Composto Estrutura L. amazonensis L. braziliensis L. major 

 

10 

N N

OMeMeO  

> 87,00 > 87,00 13,63±0,37 

 

11 

N N

OMeMeO  

> 87,00 > 87,00 31,67±0,74 

 

12 

N N

OMeMeO

OMe  

> 87,00 > 87,00 33,50 ±0,67 

 

13 

N N

OMeMeO

OH  

> 87,00 > 87,00 19,09±0,44 

 

14 

N N

OMeMeO

NO2

 

> 87,00 > 87,00 21,02±1,80 

 

15 

N N

OMeMeO

NMe2  

> 87,00 > 87,00 > 87,00 

 

16 

N N

OMeMeO

NO2  

> 87,00 > 87,00 > 87,00 

 

17 

N N

OMeMeO

OH

 

> 87,00 > 87,00 > 87,00 

18 

N N

OMeMeO MeO

OMe

OMe

 

> 87,00 > 87,00 NT* 

Anfotericina B  0,14±0,01 0,4±0,06 0,31±0,07 

* NT= Não testada 
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Para avaliar a citotoxicidade em macrófagos, as células foram tratadas com 

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

avaliada pelo método colorimétrico do MTT. Como pode ser observado na figura 14, 

os análogos das hexahidropirimidinas apresentam toxicidade variada para macrófagos 

peritoneais de camundongos. Dentre os análogos, o composto 18 foi o mais tóxico, 

inibindo aproximadamente 37% da viabilidade celular na mais alta concentração 

testada (100 µM). Todos os demais compostos reduziram a viabilidade celular abaixo 

de 25% na mais alta concentração testada (100 µM).  

 

Figura 14: Porcentagem de inibição da viabilidade celular de macrófagos peritoneais 

de camundongos BALB/c após tratamento com os análogos das 

hexahidropirimidinas. 

 

 

 

  

Dentre os análogos testados quanto à atividade antipromastigota de 

Leishmania, os compostos 10, 11, 12, 13 e 14 foram efetivos (Tabela 6). Entretanto, 

L. major foi a única espécie que se mostrou sensível e, portanto esta foi a escolhida 

para os testes anti-amastigota. 
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Em relação à carga global (Figura 15), pode-se verificar que não houve 

redução efetiva da carga global de amastigotas intracelulares de L. major, exceto o 

tratamento com o composto 14.  Neste caso, pode ser verificado que este reduziu a 

carga global de parasitos intracelulares de L. major de maneira dose-dependente, 

variando de 95,85% (100 M) a 29,50% (6,25 M). Este composto apresentou CI50 

de 46,15 M e a anfotericina B, utilizada como droga de referência, apresentou CI50 

de 0,27 µM. Os compostos 10, 11, 12 e 13 não apresentaram atividade efetiva em 

amastigotas intracelulares de L. major. 

 

Figura 15: Porcentagem da carga global de amastigotas de L. major tratados com 

os compostos 10, 11, 12, 13 e 14. 
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Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. major e 
tratados com os análogos das hexahidropirimidinas. A avaliação da carga global de amastigotas foi 
calculada a partir do número total de amastigotas em relação ao número total de células (infectadas e 
não infectadas). A partir deste dado, foi estabelecido o número de parasitos intracelulares correspondente 
a 100 células totais e comparado o controle (sem tratamento) com grupo tratado. Análise estatística: 
Teste One-Way Análise de Variância (Teste Dunnett), onde p < 0,0001 (***) é estatisticamente 

significante. 
 

 

Analisando o efeito do tratamento dos compostos sobre o número de 

amastigotas/macrófagos (Figura 16), verifica-se também que o composto 14 foi o mais 

ativo, reduzindo em mais de 80% o número de amastigotas intracelulares na 

concentração de 100 M.  

 

 

Figura 16: Número de amastigotas de L. major por macrófago infectado no controle 

e tratado com os compostos 10, 11, 12, 13 e 14. 
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Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. major e 
tratados com os análogos das hexahidropirimidinas. A avaliação do número de amastigotas por células 
infectadas foi feita a partir do número de amastigotas intracelulares em macrófagos infectados no 
controle, comparando-se com o grupo tratado. A partir deste dado, foi estabelecido o valor 
correspondente a 100 células totais. Análise estatística: Teste One-Way Análise de Variância (Teste 
Dunnett), onde p < 0,0001 (***) é estatisticamente significante. 

 

Foi verificado também se o tratamento influenciava no número de macrófagos 

infectados e como pode ser observado na figura 17, quando se compara ao controle, o 

composto 14 reduziu, de maneira estatisticamente significativa, o número de 

macrófagos infectados apenas na concentração de 100 μM (78,83%, 32,17%, 12,14%, 

9,5% e 8,86% nas concentrações de 100 μM, 50 μM, 25 μM, 12,5 μM e 5 μM, 

respectivamente).  
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Figura 17: Porcentagem de células infectadas com amastigotas de L. major no 

controle e tratado com os compostos 10, 11, 12, 13 e 14. 
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Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. major e 
tratados com os análogos das hexahidropirimidinas. A avaliação do número de macrófagos infectados 
foi feita a partir do número de células infectadas em relação ao total de células (infectadas e não 
infectadas) no controle, comparando-se com o grupo tratado. Análise estatística: Teste One-Way 
Análise de Variância (Teste Dunnett), onde p < 0,0001 (***) é estatisticamente significante. 
 

  

 

A anfotericina B foi utilizada como droga de referência com CI50 de 0,27 µM 

em amastigotas intracelulares de L. major. 
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A produção de NO pelos macrófagos ativados possui um papel importante 

como agente da sinalização celular e sua função como molécula efetora 

antileishmanial (GENESTRA et al. 2003). Assim, foram avaliados os níveis de NO 

em macrófagos infectados e tratados com o composto 14 no intuito de compreender 

a atividade leishmanicida do composto nas formas intracelulares de L. major. A 

figura 18 representa os níveis de nitrito em todas as concentrações testadas, e 

demonstra que em nenhuma concentração, o composto 14 aumentou de maneira 

significativa os níveis de produção deste composto (a produção de nitrito variou de 

1,540 a 1,700 µM), quando comparados em relação ao controle (macrófago 

infectado com L. major, com produção de nitrito igual a 2,164 µM). Foram usados 

também vários controles positivos de produção de nitrito: macrófagos estimulados 

com LPS (3.810 µM) e macrófagos infectados e estimulados com LPS (6.272 µM).  

 

Figura 18: Avaliação dos níveis de NO em macrófagos infectados por L. major e 

tratado com o composto 14 nas concentrações de 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 µM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alíquotas de 50 µl do sobrenadante das culturas foram retiradas após 48 horas de tratamento com os 
compostos e o NO foi dosado através da concentração de nitrito e a absorbância foi medida em 
espectrofotômetro a 540 nm. A produção de nitrito foi quantificada através da comparação com curva 
padrão utilizando diferentes concentrações de NaNO2.. Controles positivos: Macrófago + Estímulo; 
Macrófago + Estímulo+ Leishmania. O estímulo foi LPS. Análise estatística: Teste One-Way, Análise 
de Variância (Teste Dunnett), onde p < 0,0001 (***) é estatisticamente significante. 
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Através da figura ilustrativa 19, pode-se observar uma redução significativa do 

número de amastigotas quando macrófagos infectados com L. major foram tratados 

com o composto 14 na concentração de 100 µM em comparação com o controle 

após 72 horas de incubação. 

 

Figura 19: Fotomicrografia ilustrativa da atividade leishmanicida após 72 horas de 

tratamento com os compostos. (a) macrófago infectado com L. major (controle) e (b) 

macrófago infectado com L. major tratado com o composto 14 na concentração de 

100 µM após 72 horas. 

                                     

                                   

                                       (a) 

 

 

                                   (b) 

Fonte: Do autor 
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5 DISCUSSÃO 

 

A quimioterapia utilizada tanto para LC quanto para LV se baseia em 

antimoniais pentavalentes tais como o Glucantime e o Pentostam, no qual 

apresentam diversas desvantagens dentre as quais se destacam a toxicidade 

elevada, o alto custo, dificuldade na administração e o elevado período de 

tratamento (SANTOS et al. 2008). Diante desse fato, torna-se necessário a pesquisa 

de novas drogas menos tóxicas, com baixo custo e de fácil administração.  

Neste trabalho, foram testados 18 compostos, sendo que 9 são análogos de 

imidazolidinas e 9 análogos de hexahidropirimidinas. Os análogos de imidazolidinas 

e hexahidropirimidinas são compostos heterocíclicos, que tem mostrado diversas 

propriedades biológicas (SHARMA et al. 2001). Ambos apresentam atividades 

antibacterianas, antivirais, antifúngicas e antiprotozoária (SHARMA et al. 2001, 

CATERINA et al. 2008). Em relação a este último, CATERINA et al. (2008) 

apresentam alguns derivados de imidazolidinas com atividade em Trypasossoma 

cruzi e a relação estrutura-atividade dos compostos e SHARMA et al. (2001) 

mostram as propriedades biológicas dos derivados do tetrahidroimidazol. TEMPONE 

et al. (2011) relatou que os azóis e o alopurinol são drogas orais com baixa atividade 

quando usadas sozinhas, mas em combinação com outras drogas, tem sido relatado 

casos de tratamento efetivo em pacientes imunossuprimidos.  

Neste trabalho, os compostos foram testados em três espécies de 

Leishmania, as quais incluem L. amazonensis, L. braziliensis e L. major; 

responsáveis por diversas manifestações clínicas cutâneas (REBELLO et al. 2010). 

Inicialmente foi realizada uma triagem em formas promastigotas, que é a 

encontrada no inseto vetor e a inibição do crescimento parasitário após tratamento 

com os compostos foi mensurada pelo método colorimétrico do MTT. O teste 

colorimétrico do MTT é um ensaio de viabilidade preciso, rápido, reprodutível e de 

baixo custo (TEMPONE et al. 2011). Uma alternativa para o ensaio colorimétrico do 

MTT é o indicador de oxidação-redução Alamar Blue, que tem sido desenvolvido 

para avaliar a atividade antileishmanial de drogas (TEMPONE et al. 2011).  

A triagem em promastigotas é importante devido às dificuldades existentes na 

realização dos testes nas formas intracelulares in vitro e isto é corroborado por 

vários autores (MUYLDER et al. 2011, TEMPONE et al. 2011). A escolha em usar 
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formas promastigotas é baseada em vários fatores, os quais incluem a facilidade de 

manutenção em cultura e manipulação. Entretanto, como as formas promastigotas 

são as formas do parasito encontradas no inseto vetor, não são, portanto, o alvo 

direto das drogas, assim, foi realizado posteriormente o ensaio em amastigotas 

intracelulares, a qual é a forma encontrada nos hospedeiros vertebrados e, portanto, 

responsável pelas manifestações clínicas.  O ensaio dos compostos em amastigota 

intracelular é indispensável e tem sido designado como modelo-ouro e alvo mais 

relevante para ensaios em Leishmania, mas requer intensa manipulação 

experimental durante vários dias (VERMEERSCH et al. 2009, TEMPONE et al. 

2011). Além disso, infecção dos macrófagos com promastigotas metacíclicos está 

sujeito a um alto grau de variabilidade na infectividade dependendo das 

características do crescimento do isolado e do nível da metaciclogênese in vitro 

(VERMEERSCH et al. 2009).  

Em relação à atividade antipromastigota de Leishmania, pode ser verificado 

que as diferentes espécies de Leishmania apresentaram sensibilidades variadas, 

sendo que os compostos análogos de imidazolidinas apresentaram atividade mais 

significativa em L. major do que em L. amazonensis e L. braziliensis (Tabela 4). Já 

os análogos de hexahidropirimidinas foram mais ativos para L. major. Diferenças de 

sensibilidade das espécies de Leishmania é corroborada por vários autores como 

YARDLEY et al. (2006), AMATO et al. (2007), AMATO et al. (2008) e GOTO et al. 

(2010). Estes últimos descreveram as diferenças de sensibilidade entre as espécies 

de Leishmania em relação dos antimoniais pentavalentes, drogas utilizadas como de 

primeira escolha no tratamento das leishmanioses. GOTO et al. (2010) observaram 

respostas diferentes entre as espécies de Leishmania do “Velho Mundo” e “Novo 

Mundo”. As espécies do “Velho Mundo”, como L. tropica, L. major são suscetíveis 

tanto para o tratamento local como sistêmico, enquanto as espécies do “Novo 

Mundo” são somente suscetíveis ao tratamento sistêmico. Isto se deve a grande 

variedade de espécies de Leishmania que causam leishmaniose tegumentar na 

América e no Caribe com diferentes apresentações clínicas. 

Além disso, cepas diferentes da mesma espécie de Leishmania podem 

apresentar diferença na sensibilidade às drogas (YARDLEY et al. 2006) . Por 

exemplo, no Peru, pacientes infectados com L. guayanensis respondem melhor à 

terapia antimonial do que pacientes infectados com L. braziliensis. Já no Brasil, falha 

na terapia antimonial é maior em pacientes infectados com L. guayanensis (73,7%) 
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do que em pacientes infectados com L. braziliensis (49,2%). Estas diferenças podem 

ser explicadas pelas diferenças entre as cepas de Leishmania, mesmo sendo da 

mesma espécie. Variações quanto à eficácia das drogas para o tratamento das 

leishmanioses é uma conseqüência das diferenças de sensibilidade das espécies de 

Leishmania, bem como do estado imune de cada paciente ou das propriedades 

farmacocinéticas da droga. Dentre os problemas quanto ao desenvolvimento de uma 

única droga para todas as formas de leishmanioses podemos também destacar os 

diferentes locais da patogênese da LC e LV e a variação intrínseca da sensibilidade 

à droga para as diferentes espécies que podem infectar o homem (CROFT et al. 

2006). Dentro de um mesmo país, cepas de Leishmania variam em termos de 

sensibilidade na terapia antimonial (TEMPONE et al. 2011). 

Os antimoniais pentavalentes (Stibogluconato de sódio e Antimoniato de 

meglumina) têm sido considerados para o tratamento de leishmanioses mucosas 

como drogas de primeira escolha em vários países. Entretanto, baixas doses de 

antimoniais não podem ser padronizadas devido à ocorrência de variabilidade 

regional nas respostas. Resistência aos antimoniais é relatada em 14% dos casos. 

Quando a terapia é correta, falhas no tratamento não são consideradas como 

diretamente relacionada ao mecanismo de ação da droga. Em muitos casos 

resultam do uso de doses subterapêuticas e/ou tratamentos por períodos mais 

curtos do que o recomendado. Tais fatos sugerem a existência de subespécies de 

parasitos com vários graus de sensibilidade às drogas (AMATO et al. 2007). 

Várias células de mamíferos têm sido usadas como célula hospedeira em 

ensaios de amastigotas intracelulares, incluindo macrófagos peritoneais de 

camundongos, macrófagos derivados de medula óssea, macrófagos derivados de 

monócitos do sangue periférico e macrófagos THP-1 derivados de monócitos de 

tumor (TEMPONE et al. 2011). Nos testes em amastigotas intracelulares realizados 

neste trabalho, foram utilizados macrófagos peritoneais de camundongos, e segundo 

TEMPONE et al. 2011 (apud SEIFERT et al. 2010) dados tem indicado que 

macrófagos peritoneais de camundongos são um modelo mais preciso, fornecendo 

resultados mais reprodutíveis, além da elevada taxa de infecção no qual é essencial 

para uma análise mais rigorosa da atividade leishmanicida. 

Em relação à atividade em amastigotas intracelulares, dentre todos os 

compostos analisados, os análogos de imidazolidinas foram os que apresentaram 

maior atividade leishmanicida, sendo que o composto 2, o qual possui como radical 
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uma diamina, foi o mais ativo, com CI50 de 6,69 (Tabela 5) . Compostos contendo 

amina têm demonstrado significativa atividade em diferentes espécies de 

Leishmania (REIS CORRALES et al. 2010; COIMBRA et al. 2008, 2010). Poliaminas 

são essenciais para o crescimento e proliferação de vários organismos, incluindo 

Leishmania e a atividade destes compostos pode estar relacionada com 

interferências no caminho metabólico das mesmas nestes protozoários (COIMBRA 

et al. 2008). 

Verificaram-se também diferenças de sensibilidade entre as formas 

promastigotas e amastigotas, como se pode observar em relação aos compostos 

análogos de hexahidropirimidinas, em que o composto 14, no qual foi o único 

composto que apresentou atividade em amastigota intracelular em L. major (CI50 de 

46,15 M), mesmo sem ser o composto com maior atividade antipromastigota 

(Tabela 6). Já o composto 10, que foi o mais ativo no teste antipromastigota de L. 

major com CI50 de 13,63 µM, não apresentou atividade significativa em amastigotas 

intracelulares da mesma espécie. MUYDLER et al. (2011) mostrou também as 

diferenças de sensibilidade nos testes entre as formas promastigotas e amastigotas 

de L. donovani, no qual foram testadas 909 drogas. Apesar da maioria dos 

compostos que tiveram atividade em amastigotas também apresentar atividade em 

promastigotas, o contrário não foi observado.  

Segundo DENTOM et al. (2004), compostos antimoniais trivalentes são 

tóxicos  tanto para as formas promastigotas e amastigotas, enquanto que os 

antimoniais pentavalentes, usados na terapia clínica, são tóxicos somente para as 

formas amastigotas de Leishmania. Segundo CARRIÓ et al. (2000) essas diferenças 

de comportamento tem sido atribuídas pela concentração ativa da droga dentro do 

fagolisossoma do macrófago contendo o parasito, metabolização da droga para a 

forma com maior atividade leishmanicida dentro do macrófago e pela 

susceptibilidade intrínseca  diferente no estágio do parasito. Entretanto, tem sido 

demonstrado que promastigotas e amastigotas tem um nível de susceptibilidade 

similar quando estão em ambientes idênticos (CARRIÓ et al. 2000, apud BERMAN 

et al. 1989). A composição do meio pode modificar a suscetibilidade da droga em 

promastigotas (CARRIÓ et al. 2000). Parâmetros tais como densidade celular, taxa 

de crescimento e perfil de crescimento-resposta com possíveis alterações induzidas 

pela droga no meio de cultura podem influenciar os resultados obtidos na 

suscetibilidade dos testes baseados no crescimento dos promastigotas (CARRIÓ et 
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al. 2000, apud MOREIRA et al. 1995). Segundo CARRIÓ et al. (2000), a composição 

do meio de cultura pode influenciar a taxa de crescimento da cepa, bem como o 

efeito do crescimento em relação às drogas nas culturas. Além disso, a elevada taxa 

de multiplicação dos promastigotas pode resultar na alta metabolização da droga e a 

conseqüente redução da biodisponibilidade, ou também pode ser possível que 

alguns metabólitos no meio de cultura, como conseqüência da elevada taxa de 

multiplicação, modifique o efeito da droga em promastigotas (CARRIÓ et al. 2000). 

Durante a transição através do ambiente extracelular e intracelular, 

Leishmania é exposta á alterações nas condições de vida como variações na 

disponibilidade e tipos de nutrintes, pH, temperatura, bem como na disponibilidade 

de oxigênio (BESTEIRO et al. 2007). A estratégia adotada pelos parasitos para 

sobreviver a essas alterações é o desenvolvimento de formas altamente adaptadas 

e especializadas. Essas formas de desenvolvimento são distinguidas pelo 

requerimento nutricional, taxa de crescimento e capacidade para se dividir, 

regulação de suas moléculas de superfície e também sua morfologia. Promastigotas 

metacíclicos são diferentes das formas procíclicas, pois são pré-adaptados para 

sobrevivência no hospedeiro mamífero, expressam moléculas de superfície 

específicas e se tornam resistentes ao complemento (BESTEIRO et al. 2007).  

Muitos esforços têm sido feito para entender a biologia molecular e bioquímica 

de Leishmania (REBELLO et al. 2009). Neste sentido, várias moléculas do parasito 

têm sido caracterizadas, como as proteinases, o qual são enzimas importantes para 

o ciclo de vida do parasito, são abundantemente expressas por protozoários e tem 

sido associada com diversos processos patológicos. Cisteína proteinases pertencem 

a um dos quatro principais grupos de enzimas proteolíticas produzidas por uma 

variedade de organismos, incluindo Leishmania (REBELLO et al. 2009) . A partir da 

interação inicial entre o hospedeiro e o patógeno, ocorre uma dependência de 

moléculas associadas à superfície celular de ambos os organismos, caracterização 

de proteínas ligadas à superfície e glicoproteínas (JAIN et al. 2010). Os parasitos 

utilizam os macrófagos do hospedeiro para propagar a infecção, e a ligação entre ao 

parasito e a célula hospedeira é mediada por moléculas complementares no parasito 

e na superfície do hospedeiro. Dentre as moléculas do parasito envolvidas na 

ligação com o hospedeiro, as mais estudadas são a LPG e gp63 localizadas na 

superfície. As moléculas do hospedeiro mamífero envolvidas na ligação com o 

parasito incluem Fc, CR3, receptor manose-fucose, receptor Toll-like, CD11b e CD35 
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(JAIN et al. 2010). Entretanto, moléculas seletivamente com aumento da regulação 

em promastigotas metacíclicos poderiam estar associadas com alterações prévias 

ou durante a interação parasito-hospedeiro. Várias abordagens evidenciam uma 

prohibitin expressa na superfície dos promastigotas. Presença de anticorpos anti- 

prohibitin durante interação macrófago-Leishmania in vitro produz menos infecção 

(JAIN et al. 2010). Segundo Singh et al. 2008, moléculas de superfície e adesinas 

tem um papel importante no ciclo de vida dos parasitos de Leishmania e os ajudam a 

sobreviver no inseto vetor e no hospedeiro mamífero. Algumas adesinas e moléculas 

de superfície das espécies de Leishmania têm sido descritas como o lipofosfoglicano 

(LPG) e leishmanolisina (GP63, MSP e PSP). LPG e GP63 são predominantes no 

glicoconjugado da superfície celular dos promastigotas e em menor abundância em 

amastigotas intracelulares. LPG está envolvida na ligação de lectinas presentes no 

intestino médio do flebotomíneo, prevenindo a lise mediada pelo complemento em 

promastigotas, servindo como um ligante para a endocitose mediada por receptor do 

parasito pelo macrófago e inibindo a fusão fagossomo-endossomo. GP63 é uma 

metaloproteinase envolvida na infecção dos macrófagos por promastigotas e ajudam 

na sua sobrevivência intrafagolisossomal (SINGH et al. 2008). Para lidar com o 

ambiente ácido e escasso de nutrientes dentro dos macrófagos, os amastigotas 

alteram seus níveis de expressão de genes e modificam a atividade bioquímica e 

morfológica (DEY et al. 2010). As mudanças que ocorrem no metabolismo dos 

promastigotas e amastigotas levam para a expressão de um espectro de genes que 

poderiam ser alvos para controlar a patogênese da Leishmania. Enquanto 

promastigotas utilizam glicose como fonte primária de energia, amastigotas 

intracelulares dependem primariamente de aminoácidos e ácidos graxos como fonte 

de carbono. Além disso, a atividade mitocondrial aumentada possui um papel 

importante na sobrevivência dos amastigotas na célula hospedeira e a respiração 

ativa é importante na sobrevivência tanto das formas promastigotas como 

amastigotas de Leishmania (DEY et al. 2010). 

Foi interessante verificar que em relação aos precursores e análogos de 

imidazolidinas não houve diferenças significativas de sensibilidade em promastigotas 

e amastigotas intracelulares de L. amazonensis visto que os CI50 dos compostos 2, 

3, 4 e 9 nestas formas são muito próximos (tabela 4 e 5, respectivamente). 

Provavelmente, o mecanismo de ação desses compostos não depende diretamente 

da imunomodulação da célula hospedeira, sugerindo que os mesmos agem 
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diretamente no parasito (RIBEIRO, 2011).  

Em relação à citotoxicidade em células de mamíferos, a grande maioria dos 

compostos apresentou baixa toxicidade em macrófagos peritoneais na concentração 

de 100 µM. O composto 18 foi o mais tóxico, inibindo 37% da viabilidade celular na 

concentração máxima testada de 100 µM (Figura 14). Entretanto, pode-se observar 

que todos os análogos de imidazolodinas e hexahidropirimidinas são menos tóxicos 

para células de mamíferos do que a anfotericina B que foi a droga de referência 

utilizada. 

  Os macrófagos, além de atuarem como célula hospedeira, também 

constituem a principal via imunológica para eliminação da Leishmania. Macrófagos 

ativados liberam uma variedade de moléculas citotóxicas, as quais incluem o NO, 

que tem se mostrado efetivo contra Leishmania (KRAM et al. 2008; MUKBEL et al. 

2007). Em macrófagos, a produção de NO é catalisada pela óxido nítrico sintase, o 

qual é produzido pela ativação in vitro pelo IFN-ɣ ou TNF-α na presença do LPS 

(lipopolissacarídeo), ou pela combinação de ambas as citocinas (BALESTIERI et al. 

2002). A produção de óxido nítrico (NO) possui um papel importante na sinalização 

celular e na sua função como molécula antileishmanial efetora. O NO é produzido a 

partir do aminoácido L-arginina pela enzima óxido nítrico sintase na presença de 

cofatores como NADPH, FAD, FMN, Ca2+/calmodulina e tetrahidrobioterina. A NO 

sintase constitui uma família de três isoformas, 2 constitutivas (nNOS/cNOS) e uma 

induzível (iNOS), as quais são expressas em diferentes células e tecidos e têm 

diferentes funções fisiológicas (GENESTRA et al. 2003). Entretanto, baixos níveis de 

NO têm sido correlacionado com a proliferação celular. Parasitos têm elaborado 

várias estratégias para escapar do sistema de defesa e obter vantagens dos fatores 

bioquímicos do hospedeiro.  Infecção murina por L. major tem sido o modelo de 

estudo para estabelecer resistência ou susceptibilidade à infecção (GENESTRA et 

al. 2006; BOGDAN,  2008). Em macrófagos, a resposta Th1 (principalmente IFN-ɣ) 

induz a síntese de NO e a morte do parasito, enquanto citocinas Th2 (principalmente 

IL-4 e IL-10) inibe a síntese de NO e favorece o crescimento do parasito 

(GENESTRA et al. 2006). Estudos realizados por GENESTRA et al. (2006) 

mostraram que embora os macrófagos desencadeiam seu mecanismo de defesa 

para neutralizar o parasito, seus resultados apresentaram evidência em L. 

amazonensis que existe a via do NO e há uma correlação da produção de NO, faixa 

de infecção e sinalização envolvendo ambas vias do NO.  
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 Assim, na tentativa de determinar um possível mecanismo de ação 

imunomodulatório do composto 14, realizou-se a dosagem do NO (Figura 18). 

Entretanto, verificamos que o composto 14, no qual ocorreu uma redução 

significativa do número de amastigotas intracelulares, não houve indução na 

produção de NO em relação ao controle, indicando que o mecanismo de ação desse 

composto não é via produção de NO. Outros mecanismos microbicidas podem estar 

envolvidos na morte dos parasitos tais como produção de espécies reativas do 

oxigênio, alterações ultraestruturais em organelas (mitocôndria e cinetoplastos), 

morte por apoptose ou por autofagia (RODRIGUES et al. 2008). Contudo, é 

necessária a realização de outros ensaios para determinar o possível mecanismo de 

ação desse composto. Recentemente, vários autores demonstraram que a ação 

leishmanicida de algumas drogas como os antimoniais, miltefosina, sitamaquina e 

paromomicina envolve participação do NO como um dos mecanismos envolvidos na 

morte do protozoário (GUPTA et al. 2011,  KULSHRESTHA et al. 2011). 
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6 CONCLUSÕES 

 
 

Neste trabalho, foram testados 18 compostos heterocíclicos em L. amazonensis, 

L. major e L. braziliensis, todas relacionadas às manifestações cutânea da doença. 

Dentre os compostos, nove eram análogos de imidazolidinas, incluindo dois 

precursores e nove de hexahidropirimidinas.  Foi verificado que: 

1- Confirmando as propriedades biológicas de compostos heterocíclicos, a 

grande maioria apresentou atividade em formas promastigotas de 

Leishmania, sendo que as imidazolidinas foram as mais ativas; 

2- Em relação às imidazolidinas, o precursor (composto 2), que possui um 

radical diamino, foi mais ativo que seus derivados; além disto teve atividade 

em formas promastigotas nas três espécies de Leishmania testadas (com CI 

50 inferior a 10 µM) e CI50 mais baixo (6,69 µM) em formas amastigotas de L. 

amazonensis; 

3- Todos os compostos testados apresentaram baixa toxicidade para macrófagos 

peritoneais de camundongos; sendo que a anfotericina B reduziu em mais de 

40% a viabilidade celular na concentração de 100 µM; 

4- Dentre os compostos selecionados para avaliação da atividade 

antiamastigota, todos os análogos de imidazolidinas (2, 3, 4, 5 e 9) tiveram 

ação, de maneira dose-dependente, nas formas intracelulares do parasito, 

reduzindo a carga global, o número de amastigotas por macrófagos 

infectados e o número de macrófagos infectados; 

5- Entre as hexahidropirimidinas, apenas o composto 14 foi ativo nas formas 

intracelulares, reduzindo a carga global e o número de amastigotas por 

macrófagos infectados; 

6- Foi possível observar diferenças de sensibilidades entre as espécies de 

Leishmania e entre as formas promastigotas e amastigotas.  

7- Os resultados dos análogos de imidazolidinas sugerem que os compostos 

devem atuar diretamente sobre o parasito.  

8- Em relação às hexahidropirimidinas, o composto 14 não aumentou os níveis 

da produção do NO, indicando que o mecanismo de ação não ocorre via 

produção de NO.  

Estes resultados confirmam a atividade antiparasitária dos análogos de 
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imidazolidinas e hexahidropirimidinas em diferentes espécies de Leishmania e 

abrem perspectivas para delineamento de novos compostos biologicamente ativos.  
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