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Resumo 
 

 
A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é considerada uma doença 
negligenciada e um problema de saúde pública. Sua incidência tem aumentado 
significantemente no Brasil e em todos os continentes. O tratamento atual é a base 
de Glucantime®, tendo como fármaco de primeira escolha, a Pentacarinat® e 
anfotericina B® como fármaco de segunda escolha. Esses fármacos apresentam 
desvantagens por serem injetáveis e possuem elevados efeitos colaterais graves, 
levando aos pesquisadores buscar novas alternativas farmacológicas mais eficazes, 
de baixo custo e menos invasivos. As plantas são fontes promissoras de compostos 
bioativos, e por meio de novas tecnologias que permitam modificações na estrutura 
química de moléculas naturais pode sintetizar novos derivados bioativos. O presente 
estudo objetivou avaliar os efeitos antileishmania do derivado éter butil do dilapiol 
(EBD), extraído das folhas de Piper aduncum. Foi avaliado o potencial citotóxico do 

EBD nas concentrações seriadas de 500 a 15,62 µM em macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c, por 48h e, em macrófagos RAW 264.7 por 72h, utilizando o 
método dose-resposta por Alamar Blue®. Para a atividade antileishmania do EBD, a 

4,5 µM, evidenciou pela inibição as formas viáveis dos promastigotas de L. 

amazonensis, incubados a 25 ºC por 24, 48 e 72 horas. O potencial do EBD foi 

avaliada na concentração de 4,5 µM contra as formas amastigotas interiorizado em 

macrófagos peritoneais de camundongos, os quais foram infectados com 
promastigotas numa proporção de 5:1 e incubados por 24h a 48h. Quanto ao índice 
de seletividade (IS), este foi determinado pelo efeito do EBD sobre os macrófagos e 
promastigotas, conforme uma razão matemática. Para investigar o possível 
mecanismo antileshmania do EBD, em macrófagos durante 24 e 48 h, foi realizada 
uma quantificação de óxido nítrico em macrófagos peritoneais e tratados em tempos 
diferentes. Para a dosagem das espécies reativas de oxigênio (EROs), em 

macrófagos peritoneais, utilizou-se uma concentração de 4,5 µM, e foram incubados 

juntos ao DCFDA (Acetato de Diclorofluoresceína) por 1, 3, 6, e 24 horas. A taxa de 
infecção em macrófagos determinou-se pela contagem de 100 células infectadas em 
microscópio óptico (1000x). A docagem do EBD realizou-se utilizando proteína de 
origem do parasita (Leishmania) disponível no banco de dados “Protein Data Bank” 
(PDB). Não houve citotoxicidade celular em macrófagos peritoneais e RAW 264.7, 
com CC50 de 413 µM e 373,5 respectivamente, quando expostos ao EBD na 
concentração de 500 µM a 15,62 µM por 24, 48 e/ou 72 horas. O EBD, inibiu as 
formas promastigotas de L. amazonensis com uma eficácia igual a Pentacarinat® por 
72 horas, com uma CI50 de 1,6 µM e 2,2 µM respectivamente. O índice de 
seletividade (IS), demonstrou que o EBD foi mais especifico, apresentando um IS de 
76,5 µM do que a Pentacarinat® com 8,7µM. E, às formas amastigotas, o EBD 
apresentou uma taxa de infecção de 17% e 12%, dilapiol de 24% e 14% e 
Pentacarinat® de 10% e 9%. A análise por docagem molecular do EBD, demonstrou 
uma ligação de energia de -7,8 pelo sítio de ação da enzima U53, melhor do que o 
composto de origem. Conclui-se que o derivado EBD possui atividade 
antileishmania, sendo um análogo de dilapiol promissor para futuros testes in vivo.  
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Abstract 

 

American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is considered a neglected disease and a 
public health problem. Its incidence has increased significantly in Brazil and in all 
continents. The current treatment is based on Glucantime®, as the first-choice drug, 
and Pentacarinat® and amphotericin B® as the second-choice drug. These drugs 
have disadvantages because they are injectable and with a high index of serious side 
effects, leading researchers to seek new pharmacological alternatives with more 
effectiveness, low cost and less invasion. Plants are promising sources of bioactive 
compounds and, through new technologies that allow modifications in the chemical 
structure of natural molecules, it is possible to synthesize new bioactive derivatives. 
The present study aimed to evaluate the antileishmanic effects of derivative dillapiol 
butyl ether (EBD), extracted from the leaves of Piper aduncum. The cytotoxic 
potential of EBD at serial concentrations of 500 to 15.62 μM in peritoneal 
macrophages of BALB/c mice for 48 h, and in RAW 264.7 macrophages for 72 h 
using Alamar Blue® dose-response method was evaluated. The antileishmanial 
activity of EBD was evidenced by the inhibition of viable forms of L. amazonensis 
promastigotes incubated at 25 ° C for 24, 48 and 72 hours when tested at 4.5 μM. 
The potential of EBD was evaluated at the concentration of 4.5 μM against 
amastigote forms internalized in peritoneal macrophages of mice, which were 
infected with promastigotes in a ratio of 5:1 and incubated for 24h to 48h. Regarding 
the selectivity index, this was determined by the effect of EBD on macrophages and 
promastigotes, according to a mathematical reason. In order to investigate the 
possible anthelmintic mechanism of EBD in macrophages for 24 and 48 h, a 
quantification of nitric oxide was performed in peritoneal macrophages and treated at 
different times. For the determination of reactive oxygen species (ROS), in peritoneal 
macrophages, a concentration of 4.5 μM was used and incubated together with 
DCFDA (Dichlorofluorescein Acetate) for 1, 3, 6, and 24 hours. The rate of infection 
in macrophages was determined by counting 100 infected cells under an optical 
microscope (1000x). Docking of EBD was carried out using protein of origin of the 
parasite (Leishmania) available in the database "Protein Data Bank" (PDB). There 
was no cellular cytotoxicity in peritoneal macrophages and RAW 264.7 with CC50 of 
413 μM and 373.5, respectively, when exposed to EBD at the concentration of 500 
μM to 15.62 μM for 24, 48 and/or 72 hours. EBD inhibited promastigote forms of L. 
amazonensis with an efficacy equal to Pentacarinat® for 72 hours with an IC50 of 1.6 
μM and 2.2 μM, respectively. The selectivity index (SI) showed that EBD was more 
specific with a SI of 76.5 μM than Pentacarinat® with 8.7 μM. For the amastigote 
forms EBD presented an infection rate of 17% and 12%, dilapiol of 24% and 14% 
and Pentacarinat® of 10% and 9%. Molecular docking analysis of EBD demonstrated 
a binding energy of -7.8 by the site of action of U53 enzyme better than the parent 
compound. It is concluded that EBD derivative has antileishmania activity, being a 
promising dilapiol analogue for future in vivo tests. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são antropozoonoses que constituem um conjunto de 

manifestações clínicas, e devido à diversidade epidemiológica, sócio-econômico e 

ao baixo interesse da indústria farmacêutica são consideradas doenças 

negligenciadas e um problema de saúde pública (REV. SAÚDE PÚBLICA, 2010; 

BRASIL, 2017). A infecção causada pelos parasitas do gênero Leishmania pode 

apresentar diversas formas clínicas, dependendo da virulência das diferentes 

espécies, tornando assim, mais difícil a cura (OMS, 2010).  

A Leishmaniose Tegumentar está distribuída em 98 países, que abrange os 

cinco continentes (Américas, Europa, África, Ásia e Oceania), e apresenta um 

registro anual de 0,7 a 1,3 milhão de casos (OMS, 2017). No Brasil, a incidência da 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) tem aumentado significantemente, com 

registro anual de 21.161 mil casos; destes, 1.732 no Estado do Amazonas, e 

Manaus com 733 notificados em 2017 (SINAN, 2017), e sua ocorrência está 

praticamente em todos os estados da federação (BRASIL, 2017). 

A doença tem aumentado exponencialmente a cada ano, devido ao 

crescimento das cidades e da população, gerando uma grande mudança na 

distribuição geográfica no Brasil e, com isso, tem propiciado a proliferação de áreas 

de alto risco a infecção (BRASIL, 2017).  

No Estado do Amazonas, é notificada a ocorrência de quatro espécies do 

parasita que causam a LTA: Leishmania (Leshmania) amazonensis, Leishmania 

(Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) naiffi e Leishmania (V.) guyanensis, sendo 

esta última com maior índice de prevalência da doença, contribuindo com mais de 

80% dos casos notificados na região (GUERRA et al., 2011).  
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Atualmente o fármaco que ainda é aplicado na farmacoterapia dos pacientes 

com leishmaniose é a base de antimoniais pentavalentes (SbV), sendo fármaco de 

primeira escolha, comercialmente vendido no Brasil como o Glucantime® 

(antimoniato de N-metillgucamina), e os fármacos de segunda escolha o 

Pentacarinat® e a Anfotericina B® (BRASIL, 2017). Esses fármacos apresentam 

desvantagens: são hepatotóxicos, nefrotóxicos e cardiotóxicos (BRASIL, 2013; 

DEMICHELI; FRÉZARD, 2009). Além de todos serem de administração parenteral, 

apresentam eficácia limitada e possuem alto custo (MACIEL SANTOS et al., 2013). 

Na procura de novas alternativas para o tratamento da leishmaniose, 

pesquisadores têm buscado compreender melhor a diversidade química das 

moléculas encontradas em fontes naturais, no intuito de desenvolver novas 

tecnologias para serem empregadas como novos fármacos (PINTO et al., 2002). De 

fato, a evolução tecnológica tem sido significativa no desenvolvimento de novos 

medicamentos, em que precedem, desde a química computacional, a biologia 

molecular estrutural com a aplicação de técnicas que permitem modificações 

estruturais em uma ou mais moléculas para obtenção de novos derivados e, assim, 

a concepção de novos protótipos (AGARWAL; FISHWICK, 2010). 

Podemos citar diversos estudos com diferentes derivados a partir de Piper 

aduncum L. que apresentaram efeitos promissores antileishmania em espécies 

causadoras das leishmanioses. PICOLO et al. (2014) demonstraram atividade 

antileishmania do derivado de dihidrochalcona a partir de P. aduncum contra as 

espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) shawi e L. (L.) chagasi.  

TORRES-SANTOS et al. (1999) demonstraram através do isolado 2ʼ,6ʼ-

Dihidroxi-4ʼ-Metoxichalcona também obtido de P. aduncum que este era promissor 

para as formas intra e extracelular de parasitas do gênero Leishmania. No estudo de 
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FARAH el al. (2010) demonstraram atividade antileishmania do dilapiol e isodilapiol 

frente L. chagasi. No de PARISE-FILHO et al. (2012) demonstraram atividade 

antileishmania contra as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

brasiliensis utilizando o dilapiol e seus análogos (di- hidrodilapiol e isodilapiol). 

Diante da necessidade de descobrir um protótipo com maior segurança, 

mais eficaz e com elevada potência, o presente estudo avaliou a atividade 

antileishmania de forma in vitro e in silico do éter butil dilapiol semissintético de Piper 

aduncum no intuito de desenvolver futuramente um fármaco para o tratamento da 

leishmaniose tegumentar in vivo. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 A Leishmaniose 

2.1.1 Histórico 

 

A Leishmaniose é uma doença que acompanha o homem desde a 

antiguidade, pois há registros centenários de descrições semelhantes de doenças às 

características da leishmaniose cutânea (LC) e mucocutânea (LM), em várias 

regiões do mundo. No Oriente Médio, a doença era conhecida por diferentes nomes, 

sendo o mais popular “botão do oriente”. Vários textos dos séculos XV e XVI já 

mencionavam o risco da exposição de trabalhadores agrícolas, pois quando estes 

retornavam dos Andes apresentavam úlceras cutâneas, chamadas de uta pelos 

índios do Peru, bem como o registro demonstrado em antigas peças de cerâmica 

originárias do Peru e do Equador, retratando os rostos humanos com deformações 

graves, bastante similares às causadas pela leishmaniose mucocutânea (LAINSON, 

2010). 

O primeiro a descobrir o agente causador do botão do oriente do Velho 

Mundo foi Wright (apud WRIGHT, 1903), mais tarde recebeu o nome de Leishmania 

tropica por (apud LÜHE, 1906). Foi observado que na região neotropical havia casos 

de lesões cutâneas semelhantes àquelas encontradas no Velho Mundo, comparado-

as com o parasita do gênero Leishmania. Contudo, somente no século XIX, foi 

possível demonstrar "corpúsculos de Leishman Donovan" (amastigota), quando os 

autores Lindenberg, Carini e Paranhos, em estudos independentes, observaram o 

parasita em lesões cutâneas de pacientes agricultores que trabalhavam no Estado 

de São Paulo, e foi chamada de “Úlcera de Bauru” (apud LINDENBERG; CARINI 

apud PARANHOS, 1909).  
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No século XX, Gaspar Vianna observou as formas amastigotas de 

Leishmania em lesões cutâneas de pacientes oriundos do Estado de Minas Gerais, 

dando o nome de L. braziliensis (apud VIANNA, 1911). Mais tarde foi denominada 

de L.(V.) braziliensis (apud MATTA, 1916).  

O primeiro a cultivar Leishmania em meio de cultura foi Rogers, permitindo 

demonstrar suas várias formas de desenvolvimento até a fase flagelada, seguido 

posteriormente por Cliatterjee, Leishman e Statham, Christophers e outros (apud 

ROW, 1912). Posteriormente, foi desenvolvida uma técnica de coloração de 

esfregaços de sangue adaptado para diagnóstico de Leishmania conhecido como 

corante de Leishman (apud LEISHMAN, 1901). 

 

2.1.2 Epidemiologia  

 

 

A leishmaniose é uma antropozoonose com diversidade epidemiológica que 

representa um complexo de doença com importante espectro clínico (BRASIL, 

2010), considerada uma doença negligenciada (MCCALL; ZHANG; 

MATLASHEWSKI, 2013), endêmica em várias regiões tropicais e subtropicais no 

mundo (PATHAK et al., 2011). 

Segundo a OPAS/OMS (2017), foram notificados 843.931mil de novos casos 

de LC e LM nas Américas, no período de 2001 a 2015, conforme mostra a figura 1, 

distribuídos em 17 dos 18 países endêmicos. Sendo que foi observado nos últimos 

cinco anos uma redução no número de casos, onde, no ano de 2015, foi registrado 

um decréscimo em relação a 2014. 



23 
 

 
 Figura 1. Leishmaniose tegumentar em países endêmicos nas Américas, 2001-2015. Fonte: 
SisLeish-OPAS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais de                                                                          
Leishmanioses/Vigilância. Dados disponíveis em abril de 2017. 

 

 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) constitui um problema de 

saúde pública no mundo, com registro anual de 0,7 a 1,3 milhão de novos casos 

(BRASIL, 2017). No Brasil, ocorre em todos os estados, e a incidência tem 

aumentado consideradamente chegando a 21.161 mil casos no ano de 2017. No 

estado do Amazonas, foram notificados 1.732 casos e, no município de Manaus, 

com 733 em 2017 (SINAN, 2017). 

No Brasil, a LTA é uma das afecções dermatológicas que merecem mais 

atenção, devido ao seu crescimento e complexidade, podendo causar deformações 

no ser humano e, com isso, o indivíduo pode vir a adquirir transtornos psicológicos e 

sociais (CARVALHO et al., 2012). O crescimento das cidades e da população gerou 

uma grande mudança na organização espacial geográfica do Brasil, e isso tem 

propiciado a proliferação de áreas de alto risco de infecção por leishmaniose 

(BRASIL, 2017).  
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2.1.3 Agente etiológico 

 
 

A leishmaniose é uma doença causada por parasitas classificados no reino 

Protozoa, classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, família Trypanosomatidae, 

gênero Leishmania, subgêneros Leishmania ou Viannia (LAINSON, 2010). O 

parasita tem como característica ser intracelular obrigatório das células do sistema 

fagocítico mononuclear, apresentando duas formas: uma flagelada que vive no 

intestino do inseto vetor e a outra com o flagelo internalizado, encontrado no tecido 

no hospedeiro vertebrado (OMS, 2010).  

O protozoário do gênero Leishmania é o eucariotos unicelulares que 

possuem minicírculos e maxicírculos de DNA mitocondrial, arranjados em uma 

estrutura muito característica, denominada de cinetoplasto, localizado no interior da 

mitocôndria única, conforme mostrado na figura 2. Algumas espécies de leishmânias 

foram identificadas como patogênicas para humanos, causando as leishmanioses 

cutânea, mucosa e visceral (OMS, 2010). 

 
Figura 2. Esquema mostrando as formas amastigotas (A) e promastigotas (B) de Leishmania sp.  

Ilustração de organelas e estruturas presentes no parasita. Fonte: www.repositorio.ufpa.br 

 

 

 

http://www.repositorio.ufpa.br/
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O ciclo biológico da Leishmania é heteroxênico (digenético), ou seja, 

acontece no hospedeiro vertebrado e no invertebrado.  Entre os hospedeiros, 

incluem-se uma grande variedade de mamíferos como roedores, marsupiais, 

edentatos, canídeos, humanos, entre outros. E nos invertebrados dípteros, como os 

flebotomíneos fêmeas, que são hematófagas (ALCOLEA et al., 2010). As formas 

promastigotas ( nos invertebrados) e as amastigotas (no vertebrado) se multiplicam 

por divisão binária (MICHALICK; RIBEIRO, 2011). 

O gênero Leishmania compreende mais de 30 espécies, das quais 20 são 

patogênicas para os humanos (CUPOLILLO et al., 2000; NEUBER, 2008). No Brasil, 

são reconhecidas sete espécies dermotrópicas de leishmânias causadoras de 

doença LTA: a L.(L.) amazonensis, L.(V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, L.(V.) 

lainsoni, L.(V.) naiffi, L.(V.) shawi e L.(V.) lindenbergi (LAINSON, 2010; BRASIL, 

2013). Essas espécies possuem peculiaridades quanto às manifestações clínicas 

como: vetores, reservatórios, distribuíção geográfica, resposta farmacoterápica, 

entre outros (BRASIL, 2010). Na Amazônia, as espécies mais circulantes e que 

causam infecção são: L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis e L. 

(V.) naiffi (GUERRA et al., 2011). 

L.(L.) amazonensis é responsável pela forma cutânea da leishmaniose, e 

pelos casos de leishmaniose cutânea difusa (LCD), além de ser considerada a forma 

mais rara, severa e de difícil tratamento da doença (BRASIL, 2017), podendo 

também ser capaz de causar a forma visceral em alguns casos (MARTINEZ; 

PERSEN, 2014).  

L. (V.) guyanensis causa lesões ulceradas cutâneas únicas ou múltiplas, 

sendo que as lesões múltiplas são conseqüência de picadas simultâneas de vários 

flebótomos infectados ou metástases linfáticas secundárias (BRASIL, 2010). Além 
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da forma cutânea, esta espécie pode causar também a forma mucocutânea da 

doença no homem e contribui com mais de 80% dos casos notificados no Estado do 

Amazonas (GUERRA et al., 2011). 

L. (V.) braziliensis é a espécie que possui maior distribuição geográfica no 

Brasil, inclusive na região Centro-Oeste. Nessa região, essa espécie está associada 

ao desenvolvimento das lesões mais graves da doença, com lesões cutâneas 

múltiplas ou extensas, que acomete as mucosas oral e nasal, tendo como 

características lesões destrutivas do tecido da mucosa nasofaríngea, que podem ser 

desfigurantes e também incapacitantes (LAINSON, 2010). 

L. (V.) naiffi causa baixo grau de patogenicidade ao homem, estando 

associada apenas à forma cutânea, podendo até mesmo ocorrer cura espontânea 

(SILVEIRA et al., 2008; CAMPOS et al., 2008; FIGUEIRA et al., 2017). 

 

2.1.4 Transmissão 

 

 

A leishmaniose nas Américas é transmitida através da picada do 

flebotomíneo fêmea da subfamília Phlebotominae, pertencente ao gênero Lutzomyia, 

popularmente conhecido como mosquito-palha, birigui, tatuquira, cangalha e 

cangalhinha (ARAUJO et al., 2014). Ao fazer o repasto sanguíneo, o inseto vetor 

infectado inocula as formas promastigotas de Leishmania na pele, que vão invadir o 

organismo do hospedeiro, estimulando células apresentadoras de antígenos para o 

local (principalmente os macrófagos). Quando conseguem entrar nos macrófagos, 

os promastigotas se diferenciam em amastigotas, que irão se multiplicar até lisar a 

célula, e assim disseminar a infecção no hospedeiro vertebrado (BRASIL, 2017). E o 

inseto vetor, ao fazer repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado infectado, irá 
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adquirir as formas amastigotas que irão se diferenciar em promastigotas no tubo 

digestivo do inseto vetor, completando o ciclo de vida do parasita conforme 

mostrado na figura 3 (MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013). 

 

 

 

Figura 3. Representação do ciclo de vida da Leishmania sp. no inseto vetor e no  hospedeiro 

mamífero. Fonte: Adaptado pelo próprio autor.  

 

Quando os promastigotas são inoculados na pele, ocorre a estimulação de 

mecanismos de defesa através dos linfócitos T e B, macrófagos residentes, células 

de Langerhans, mastócitos, e assim formando um complexo específico denominado 

sistema imune da pele. Tal mecanismo, ainda não está totalmente esclarecido, 

envolve receptores e ligantes em ambas as superfícies, nos quais o parasita adere-

se à superfície dos macrófagos e células de Langerhans, passando para o meio 
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intracelular por meio de um processo de fagocitose, mediada por receptores, em que 

se transforma na forma amastigota, característica do parasitismo nos mamíferos 

(SERAFIM et al., 2012). 

Ao inocular a forma promastigota na fase metacíclica (infectante) na pele, 

esses parasitas são capazes de modular as resposta de defesa do hospedeiro, por 

apresentar um organismo mais completo, com o desenvolvimento de moléculas 

como glicoconjugados (LPG) e glicoproteínas (gp63) que favorecem a fixação de 

componentes C3b e iC3b, e se depositam na membrana do parasita e passam a 

atuar como ligantes dos receptores CR1 e CR2 respectivamente, facilitando sua 

interiorização pelos macrófagos (LIU; UZONNA, 2012). Com isso, dá-se condições 

para o parasita produzir fosfatase ácida com capacidade de inibir a explosão 

oxidativa, mecanismo que produz enzimas ácidas geradas pelo macrófago para 

tentar matar os parasitas (SHARMA; SINGH, 2009).  

Portanto, quando os amastigotas estão dentro dos macrófagos, a infecção 

será dependente da resposta imune mediada por células, em que a principal célula 

efetora da eliminação dos amastigotas é o próprio macrófago, após ser ativado por 

linfócitos T (Helper), tornando-as capazes de destruir amastigotas, por meio da 

secreção de citocinas tais como, interferon-gama (INF-γ) e, assim, sintetizando 

intermediários tóxicos de oxigênio e nitrogênio como o óxido nítrico (BRASIL, 2017).  

Na fisiopatogenia das leishmanioses, os macrófagos possuem várias 

funções, tais como: células hospedeiras, apresentadores de antígenos para o 

sistema imune e efetor para a destruição do parasita (LIEW et al., 1990). Quanto à 

variabilidade genética do parasita, está associada a fatores imunológicos do 

hospedeiro e são fatores determinantes no desenvolvimento de formas brandas ou 

graves da LTA (CARVALHO et al., 2012). 
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Os macrófagos são provenientes da diferenciação dos monócitos e podem 

ser residentes ou ativados (são mais aderentes e possuem elevada resposta 

celular). Os residentes são encontrados em quase todos os tecidos do corpo nos 

quais assumem funções e fenótipos específicos. Estas células funcionam como 

sensores na inflamação e regeneradores de tecidos, nos quais há um aumento no 

reconhecimento de suas interações com outras células residentes em cada órgão 

(MOTA, 2009). Macrófagos teciduais são considerados sentinelas imunes devido à 

sua localização estratégica e sua habilidade em iniciar e modular respostas imunes, 

durante a infecção patogênica ou lesão do tecido, e contribuem para a manutenção 

da homeostase dos tecidos (CASSADO et al., 2015). 

Existem diferentes formas para obter macrófagos, e uma delas é a extração 

através do peritoneo de camundongos que contém normalmente uma 

grande população de células residentes, cerca da metade são fagócitos 

mononucleares imaturos e que constituem uma única fonte de fagócitos, não 

necessitando de um estímulo inflamatório peritoneal prévio. Eles servem como uma 

excelente população para experimentos de cultura in vitro, onde as características 

morfológicas e bioquímicas das funções dos macrófagos já foram avaliadas (COHN, 

1968). A grande semelhança entre os macrófagos de camundongos e humanos faz 

dos macrófagos peritoneais um excelente sistema modelo para elucidar os 

mecanismos que regulam o metabolismo e função dos macrófagos humanos 

(AKOH; CHAPKIN, 1990). 

No entanto, para ativar os macrófagos é essencial que eles sejam 

estimulados para que possam ativar suas atividades microbicidas, podendo sofrer 

dois tipos de ativação, a ativação clássica (M1) ou ativação alternativa (M2) 
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(MURAILLE et al., 2014). Apesar de serem vias bioquímicas distintas, ambas 

envolvem o metabolismo do aminoácido L-arginina. (COMALADA et al., 2012). 

A ativação dos macrófagos da via clássica pode ocorrer tanto por estímulos 

de citocinas do tipo (IL-12, TNF-γ) do tipo Th1, ou por componentes microbianos, 

como o lipopolissacarídeos (LPS), os quais estimulam a ativação de enzimas (óxido 

nítrico sintase induzível-iNOS/NOS2), que convertem a L-arginina em OH-arginina, 

que produz o óxido nítrico (NO) e citrulina (LIU; UZONNA, 2012) com capacidade de 

produzir altos níveis de citocinas (TNF-α, IL-12 e IL-6) e, consequentemente, os 

reativos intermediários de oxigênio (ROI), além de apresentar alta seletividade a 

antígenos, essas ações leva ao aumento da capacidade microbicida dos macrófagos 

frente a patógenos intracelulares e, assim, favorecer a resposta dos linfócitos 

(TCD4+) [MURAILLE et al., 2014]. 

A capacidade microbicida dos macrófagos é dependente de três 

mecanismos: a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), a produção de 

óxido nítrico e de enzimas proteolíticas.Uma vez que a geração da EROs ocorre 

através da ação da enzima oxidase fagocitária, que é ativada por diversos estímulos, 

incluindo o IFN- γ, essa enzima reduzirá o oxigênio molecular em EROs, utilizando a 

forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), fenômeno 

que ocorre durante a respiração celular, sendo chamado de explosão respiratória, 

promovendo o aumento do pH e da osmolaridade no interior do vacúolo celular 

(ABBAS et al., 2011).  

Esses mecanismos geralmente ocorrem através das mitocôndrias, que é 

reconhecido como a fonte mais importante de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

na maioria dos tipos de células eucarióticas, além de serem importantes 
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determinantes na função das células, participando em muitas redes de sinalização e 

em uma variedade de processos degenerativos (ABBAS et al., 2011). 

Estudo realizado por CHANNON et al. (1984) concluiu que devido à 

interação Leishmania-macrófago, o O2- passa a ser rapidamente produzido pelos 

macrófagos, no intuito de proteção a célula hospedeira. Outro estudo conduzido por 

KHOURI et al., (2009) demonstraram in vitro que há uma associação entre 

capacidade leishmanicida dos macrófagos e produção elevada de O2- por estas 

células. 

GUIDICE et al. (2012) observaram que apesar da produção de NO● ter 

coincidido com a diminuição de parasitas intracelulares em macrófagos de 

indivíduos com infecção subclínica (SC) na leishmaniose, não houve diferença 

significativa na produção desta molécula entre os pacientes com LC, LM e indivíduos 

com SC, assim como também foi observado para com superóxido (O2-). 

Estudo recente, realizado por LIMA JÚNIOR (2013), demonstrou como 

ocorre o mecanismo do óxido nítrico (NO●) in vitro e in vivo para o efeito da 

Leishmania em células de defesa (macrófagos) em camundongos, desde a 

fagocitose da Leishmania até a morte pelo NO●, observando que o mecanismo de 

controle da infecção depende do inflamassoma e IL-1ß. Esse processo foi 

demonstrado em três espécies de grande incidência no Brasil, a L. (L.) 

amazonensis, a L.(V.) braziliensis (causadoras de lesões cutâneas e mucosas) e a 

L. infantum chagasi (responsável pela forma visceral). 
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2.1.5 Formas clínicas 

 
 
 

A forma cutânea localizada representa a forma mais comum da 

leishmaniose, com característica primária, pequena e com eritema volumoso e 

avermelhado que se desenvolve após um período variável. No local da inoculação, 

as lesões cutâneas são encontradas normalmente em várias partes do corpo 

externo, principalmente: na face, nos braços e pernas. Frequentemente, apresentam 

cronicidade e muitas vezes não respondem à tentativa de uso de antibióticos ou 

esteróides (DAVID; CRAFT, 2009). A LC é tipicamente causada por L. amazonensis, 

L. braziliensis, L. guyanensis entre outras (FRAGA et al., 2012). 

No Brasil, a leishmaniose cutânea difusa é uma doença causada pela L. 

amazonensis (LAINSON, 2010). Constitui uma forma clínica rara, porém grave, que 

ocorre em pacientes com anergia e deficiência específica na resposta imune celular 

a antígenos de Leishmania. Inicia de maneira insidiosa, com lesão única e má 

resposta ao tratamento; evolui de forma lenta com formação de placas e múltiplas 

nodulações não ulceradas recobrindo grandes extensões cutâneas. A resposta à 

terapêutica é pobre ou ausente e geralmente a IDRM apresentando-se negativa 

(BRASIL, 2010).  

A leishmaniose mucocutânea (LMC) é causada pela L. (V.) brasiliensis no 

Brasil, Peru, Equador, Colômbia e Venezuela (BRASIL, 2017).  Outras espécies 

também podem desencadear, como a L. (V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis 

(FRAGA et al., 2012). É uma doença caracterizada pelo envolvimento de tecidos do 

trato respiratório superior, causando erosões na cavidade oral, nasal e faríngea e 

desfiguração do rosto (GOTO; LINDOSO, 2010).  
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A leishmaniose mucosa está relacionada com os históricos de pacientes que 

tiveram leishmaniose cutânea, os quais não apresentaram uma resposta eficaz de 

cura ou com tratamento inadequado, apresentando lesões com características 

extensas, múltiplas e com mais de um ano de evolução, levando maior risco a 

desenvolver metástase para a mucosa (BRASIL, 2017).  

  

2.1.6 Tratamento 

 

 

O tratamento da LTA tem como objetivo acelerar o processo de cura, e 

prevenir a progressão da doença, em que a escolha do tratamento depende do 

tamanho e da localização da lesão, o número de lesões e o potencial de 

disseminação (AMEEN, 2010). As drogas comumente utilizadas no tratamento para 

LTA são: Glucantime® (primeira escolha), Anfotericina B® e Pentacarinat® (segunda 

escolha). Para a forma mucocutânea, está sendo utilizado o antimonial pentavalente 

associado à Pentoxifilina (adjuvante) como fármaco de primeira escolha (BRASIL, 

2017). 

 

2.1.6.1 Antimonial pentavalente 

 
 

No Brasil o Sbv é comercialmente vendido por antimoniato de N-

metilglucamina (NMG) [Glucantime®], na America Latina e África, como 

estibogluconato de sódio (Pentostam®), utilizado em outros países (BRASIL. 2017). 

Esse fármaco é fornecido gratuitamente para o tratamento dos doentes pelo 

Ministério da Saúde e possui um protocolo de tratamento que varia dependendo das 

condições clínicas associadas a cada caso (BRASIL, 2013). 
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Figura 4. Fórmula química dos antimonias pentavalentes. N-metil glucamina (A) e Estibogluconato de 

sódio (B). Fonte: Adaptado pelo próprio autor. 

 

 

A resposta terapêutica do paciente através do tratamento com antimonial 

pode variar de acordo com a espécie e cepa do parasita, além do estado 

imunológico do paciente e a forma clínica da doença (GUERRA et al., 2011). No 

Brasil, há uma resposta precária ao antimonial em pacientes infectados com L. (V.) 

guyanensis, espécie prevalente no estado do Amazonas (NEVES, 2010). 

 Os fármacos usados para o tratamento da leishmaniose são muito tóxicos, 

com efeitos adversos colaterais como: dor no local da injeção, artralgia, mialgia, 

anorexia, náuseas, vômitos, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, 

prurido, febre, cefaleia, tontura, palpitação, insônia, nervosismo, choque pirogênico, 

edema, insuficiência renal aguda (BRASIL, 2013), pancitopenia, elevações das 

transaminases hepáticas, anemia hemolítica, choque e morte súbita (MARGARET et 

al., 2012). 
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Tabela 1. Esquema terapêutico do antimoniato de N-metilglucamina preconizado para as diversas 
formas clínicas de LTA, segundo (OPAS/OMS, 2013). 

Forma Clínica antimoniato de N-     
metilglucamina  

         Dose 

Tempo de      
duração minima 

Cutânea 10-20mg/Sb+5 /Kg/dia 
(Recomenda-se 
15mg/Sb+5 /Kg/dia 

20 dias 

Difusa               20mg/Sb+5 /Kg/dia 20 dias 

Mucosa 20mg/Sb+5 /Kg/dia-          
associado a Pentoxifilina 
400mg/3x/dia 

30 dias 

 

 

2.1.6.2 Pentacarinat® 

 

As Pentacarinat® são pertencentes às diamidinas aromáticas que podem ser 

usadas no tratamento da LTA como fármaco de segunda escolha, e em casos não 

responsivos ao antinoniatol N- metilglicomina em áreas endêmicas do continente 

americano (BRASIL, 2017).  

 

O

NH

NH2

O

NH

NH2

 

Figura 5. Fórmula estrutural do isotionato de pentamidina. Fonte: adaptado pelo próprio autor. 

 

As reações adversas mais frequentes com o uso da Pentacarinat® são: dor, 

induração, abcessos no local da aplicação, náuseas, vômitos, tontura, adinamia, 

mialgias, cefaleia, hipotensão, lipotimia, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia 

(BRASIL, 2017). É contraindicado em caso de gestação, diabetes mellitus, 

insuficiência renal, insuficiência hepática, doenças cardíacas e em crianças com 
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peso inferior a 8 kg, conforme esquema terapêutico na tabela abaixo (BRASIL, 

2013). 

 

Tabela 2. Esquema terapêutico da Pentacarinat
®
 preconizado para as diversas formas clínicas de 

LTA, segundo (OPAS/OMS, 2013). 
Forma Clínica  Dose  Tempo de duração 

mínima 

Cutânea 4mg/Kg/dia/3x/dose 
Max. 300mg 

 

Intervalos de 72h 
(IM)e 48h(EV) 

Difusa 4mg/Kg/dia/ Dias alternados de 
10 doses 

Mucosa 3mg a 4mg/kg/dia  Dias alternados de 
7 a 10 doses 

 

 

2.1.6.3 Anfotericina B® 

 
 

A Anfotericina B® é um antibiótico poliênico com atividade antifúngica e 

leishmanicida. Este fármaco é usado como segunda escolha devido aos graves 

efeitos adversos associados com a possibilidade de ser empregada apenas quando 

não se obtém uma resposta adequada ao tratamento com os antimoniais (BRASIL, 

2017).  
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Figura 6. Fórmula estrutural da anfotericina B. Fonte: adaptado pelo próprio autor. 
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Há outra formulação mais recente na forma lipossomal da Anfotericina B, 

cujo uso clínico é recomendado para os casos graves de leishmanioses não 

responsivas ao tratamento convencional, transplantados renais ou pacientes com 

insuficiência renal, como também para idosos, grávidas e crianças (CALDAS et al., 

2013). Porém, seu uso é limitado pelo alto custo e pela administração endovenosa o 

que restringe seu uso a poucos centros especializados e normalmente em âmbito 

hospitalar com acompanhamento médico e controle das reações adversas (MACIEL 

SANTOS et al., 2013). 

 

2.1.6.4 Pentoxifilina 

 
 

A Pentoxifilina é um fármaco vasodilatador periférico, sua forma 

farmacêutica é apresentada como comprimido revestido, de liberação prolongada 

contendo 400 mg de pentoxifilina, aprovado no ano de 2013, pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) e Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), utilizado 

como coadjuvante (imunomodulador) no tratamento da leishmaniose tegumentar 

mucosa, em que associado com o antimoniato N-metil glucamina (Glucantime®) são 

fármacos de primeira escolha para esta forma (BRASIL, 2017). Porém, pode 

apresentar algumas reações advesas como: arritmia cardíaca (ex.: taquicardia), 

vertigem, dores de cabeça, agitação e distúrbios do sono. Ocasionalmente, podem 

ocorrer também prurido, eritema e urticária. Contraindicado para menores de 12 

anos de idade, gestação, lactação, histórico de hemorragia recente, 

hipersensibilidade à pentoxifilina (e a outras metil-xantinas ou a algum de seus 

excipientes), coinfecção pelo HIV, imunossuprimidos, transplantados e portadores 

de insuficiência renal, hepática ou cardíaca (BRASIL, 2017). 
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2.2 Plantas Medicinais 

 

 

Desde os tempos mais remotos, as comunidades humanas mais primitivas já 

utilizavam empiricamente produtos naturais para diversos fins, dentre eles está a 

conservação dos alimentos e o alimentar (HERNÁNDEZ et al., 2009). Também 

utilizavam as plantas para fins terapêuticos ou fins profiláticos, pois ao longo dos 

anos essas mesmas populações foram descobrindo o potencial curativo das plantas 

medicinais (FARIA et al., 2012).  

O Brasil é um país que apresenta uma grande biodiversidade e podemos 

destacar os principais biomas: a floresta amazônica, o cerrado, a mata atlântica, 

pantanal e caatinga, onde podemos encontrar uma fonte rica de produtos naturais 

terapêuticos, uma alternativa para desenvolver protótipos potenciais para novos 

fármacos (MELO NETO, 2011). Uma vez que a floresta Amazônica é reconhecida 

como um dos mais completos ecossistemas do planeta, devido à sua biodiversidade 

genética vegetal e animal (ZILLI; VIEIRA; NECHET, 2007). 

Essas plantas medicinais produzem uma grande variedade de substâncias 

químicas que podem promover diversas atividades biológicas, podendo apresentar 

atividade terapêutica ou ser tóxica, com isso podem provocar efeitos adversos ou 

colaterais (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).  

Povos da Amazônia utilizam essas plantas medicinais para vários fins como: 

alimentos, terapêutico e como profilaxia, um dos exemplos temos a Zingiber 

officinale Roscoe conhecida popularmente por mangarataia folha, utilizando-se o 

caule para o preparo de chá, xarope, e geralmente é usada para o tratamento de 

gripe, tosse, dor de estômago (VÁSQUEZ et al., 2014). 
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Portanto, estudos têm revelado novas alternativas com o uso de plantas 

medicinais para o tratamento de diversas patologias. De modo que grupos de 

pesquisas com produtos naturais veêm se esforçando para desenvolver novas 

tecnologias para serem empregadas a novos fármacos, e assim, agregar valor à 

biodiversidade (PINTO et al., 2002). E o isolamento de bioativos de plantas pode 

permitir que o composto ativo seja obtido mais puro e, assim, tornando-os produtos 

medicinais mais seguros, em outros casos, podendo melhorar a substância natural, 

aumentando suas propriedades desejáveis e minimizando os efeitos colaterais 

(PERTINO et al., 2007).   

 

2.2.1 Gênero Piper 

 
 

As plantas do gênero Piper são ervas arbustas ou pequenas árvores, 

geralmente aromáticas, algumas apresentam as superfícies cobertas por pêlos 

simples, são dendríticas ou estreladas, com folhas alternadas e espalhadas, com 

influrecência pendulada com única espiga, seu fruto é carnoso ou seco, tem 

semente, redondo ou angular (FERREL; RODRÍGUEZ, 2013).  

Na América do Sul, principalmente no Brasil, várias espécies de Piper são 

usadas na medicina tradicional. Dentre elas, várias estão incluídas na Farmacopéia 

Brasileira, como a P. anguslifolium (Pimenta matico), utilizado contra hemorragia, 

úlcera e tratamento de doenças urinárias (BRANDÃO et al., 2008). 

As espécies do gênero Piper têm sido amplamente estudadas e são 

particularmente ricas em constituintes químicos com potencial econômico e/ou 

implicações ecológicas. Dentre os diferentes compostos têm sido encontrados: 

alcaloides/amidas, lignanas, flavonóides, neolignanas, alilfenóis, esteroides, 
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pironas/terpenos, chalconas, entre outros. Algumas propriedades biológicas têm sido 

encontradas em todas as partes da planta, incluindo folhas, caules, raízes e 

inflorescência (SENGUPTA; RAY, 1987; PARMAR et al., 1997; DYER et al., 2004). 

Tais como: atividade antimicrobiana, inseticida, anti-inflamatória, anticancerígena, 

antileishmania, hepatoprotetora, antioxidante entre outras (PARMAR et al., 1997). 

 

2.2.2 A espécie Piper aduncum  

 
 

P. aduncum é conhecida como pimenta-de-macaco, está distribuída pela 

América Central, Antilhas e América do Sul, com maior incidência em solos 

arenoargilos como os da Amazônia e Mata Atlântica. No Brasil, pode-se encontrar 

essa espécie nos estados do Amazonas, Amapá, Pará, Mato Grosso, Ceará, Bahia, 

Minas Gerais, Espírito Santo, Rio de Janeiro, São Paulo e Paraná (GUIMARÃES; 

GIORDANO, 2004). 

A espécie P. aduncum é utilizada para vários fins, como no reflorestamento 

de áreas alteradas e contribui para a biodiversidade e biomassa das florestas, e 

também fonte de alimento e cobertura para a vida selvagem.  Além disso, é 

comumente utilizada como anti-inflamatório, tem sido utilizada em feridas por 

populares de alguns países (NICK et al., 1995). No Peru, usa-se para tratamento de 

diarréia, e na Jamaica para resfriado e dores estomacais (MACEDO; OVIEDO, 

1987). 
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Figura 7.  Piper aduncum. Fonte: www.naturezabela.com.br 

 

2.2.3 Etnoconhecimento de Piper aduncum. 

 

 

Por meio de alguns estudos publicados, autores demonstraram que essa 

espécie de planta é utilizada para diversas formulações tradicionais por povos de 

vários países, como adstringente, estimulante digestivo, diurético, antimalárico, 

sedativo, laxante, bebida refrescante e remédio para hemorróidas, gonorreia, 

leucorreia, hemorragias menstruais, diarreia, disenterias e dor de dente, como 

também contra dor de estômago e repelente de insetos (BALDOQUI et al., 1999; 

MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001).  

Segundo SILVA (2004), demonstrou que a P. aduncum da Amazônia tem um 

alto teor de óleo essencial (2,5 a 4%) rico em dilapiol, um éter fenílico que vem 

sendo testado com êxito como fungicida, moluscicida, acaricida, bactericida e 

larvicida e com a vantagem de ser um produto biodegradável.  
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Estudos realizados por ACIOLE et al. (2013), utilizaram-se do óleo essencial 

do dilapiol demonstrando que esse composto tem ação tóxica em células somáticas 

de Drosophila melanogaster. 

Outros estudos têm demonstrado diferentes atividades biológicas dos 

constutíntes de P. aduncum, é o caso do estudo realizado por FIGUEIREDO (2014), 

que demonstrou, através do óleo essencial das folhas, um potencial bastante 

significatico no combate a larvas de Aedes aegypti e contra mosquitos da linhagem 

Quix e Rockefeller, ou seja, confirmou o potencial do óleo essencial das folhas de P. 

aduncum como biopesticida. 

BRAGA (2007) demonstrou atividade antileishmania do extrato etanólico das 

folhas de P. aduncum contra as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. 

(L.) chagasi. Assim como, no estudo de PICOLO (2014), também demonstrou 

atividade antileishmania de extrato etanólico das folhas de P. aduncum contra 

promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, Leishmania (V.) shawi e 

um potencial contra L. (L.) chagasi, isolando adunchalcona, e assim potencializando 

a atividade contra espécies de leishmânias. 

A ciência evoluiu de forma significativa em paralelo com a química medicinal, 

nas quais se aplicam as mais recentes tecnologias, voltadas ao desenvolvimento de 

novos medicamentos, já que envolvem desde a química computacional, a biologia 

molecular estrutural, podendo aplicar também técnicas que permitam modificações 

estruturais em uma molécula para a obtenção de novos derivados, uma estratégia 

bem-sucedida para a concepção de novos protótipos de fármaco (AGARWAL; 

FISHWICK, 2010).  

 Podemos citar como exemplo várias classes de substâncias sintéticas, 

derivadas ou não de produtos naturais que apresentam atividades sobre diversas 
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espécies de Leishmania, como os benzoxazóis, imidazóis, chalconas, diamidinas, 

nitroeterociclos, fosfolipídeos, pirimidinas, quinolinas, iminoquinonas e quinonas 

(SINGH et al., 2012). 

 Os pterocarpanos são uma classe que representam o grupo dos 

isoflavonóides junto com outras substâncias como: isoflavonas, isoflavanas, 3-aril-4-

hidroxicumarinas, cumarocromonas, isoflavanonas, rotenóides e cumestanos 

(JIMÉNEZ-GONZÁLEZ et al., 2007). Algumas apresentam atividades como as das 

fitoalexinas, substâncias de defesa para a planta em resposta a uma agressão 

externa (ANDERSEN; MARKHAM, 2006). São naturais e têm demonstrado um perfil 

amplo de atividade como tripanossomicida (VIEIRA et al., 2008), antifúngica 

(JIMÉNEZ GONZÁLEZ, 2008), antibacteriana (ABDEL-KADER, 2010) e antitumoral 

(CAAMAL-FUENTES et al., 2013 ).  
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Figura 8. Esquema evidenciando dos dois grupos farmacofóricos que foram base para obter a 

pterocarpanoquinona LQB-118. (CUNHA-JÚNIOR, 2011). 
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Em outro estudo, com o derivado LQB-118 atua em diferentes formas 

clínicas da leishmaniose com ausência de sinais de toxicidade em doses 

terapêuticas, e o mecanismo de ação inicial da molécula sugere um efeito seletivo a 

nível mitocondrial do parasita, com aumento da atividade mitocondrial, da produção 

de ATP e de espécies reativas de oxigênio, sugerindo que o protótipo LQB-118 tem 

um perfil promissor e deve ser investigado como uma possibilidade terapêutica para 

a leishmaniose (CUNHA JÚNIOR, 2015). 

Assim como, as várias classes de compostos isolados da espécie P. 

aduncum têm sido obtidos de várias partes, tais como: derivados prenilado do ácido 

benzoico, cromenos ou benzopiranos, flavonoides, alcaloides, amidas e 

fenilpropanóides segundo POHLIT; PINTO; MAUSE (2006). 

 

2.2.4 O dilapiol 

 

 

É um fenilpropanóide constituído de uma estrutura fenólica com um grupo 

terpenóide, geralmente esses componentes são voláteis e são considerados 

marcadores taxonômicos para o gênero Piper (NAIR; SOMMERVILLE; BURKE, 

1989). As Piper  encontradas na região Amazônica apresentam “caule avermelhado” 

e produzem dilapiol, e espécimes ocorrentes na região Sul com “caule 

esbranquiçado” não apresentam dilapiol (NAVICKIENE et al., 2006).  
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Figura 9. Fórmula química do dilapiol (OLIVEIRA et al., 2005). 

 

 

O dilapiol é extraído através de solvente, cromatografia ou hidrodestilação / 

destilação fracionada em procedimentos usuais de laboratório de química orgânica, 

é um óleo amarelo claro, com d27 = 1,5270 g/L (HANDA, 1979). Esse composto 

apresenta várias atividades biológicas comprovadas, entre elas, a atividade 

antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e negativas, inibição in vitro da 

atividade epoxidase de insetos (BERNARD et al., 1989), além de inibir o 

polisubstrato monooxigenase (PSMOs), enzima que transforma compostos lipofílicos 

em metabólitos mais hidrofílicos (LAROCQUE et al., 1999), e é inibidor do citocromo 

P450 (AMIGUET et al., 2006). 

Diversos autores demonstraram que o dilapiol é conhecido por apresentar 

atividade sinégica com inseticidas como DDT, carbaril, piretrinas e α-tertienil contra o 

besouro-castanho (Tribolium castaneum Herbst), além da capacidade no controle de 

mosquitos, como em Aedes atropalpus (BELZILE et al., 2000), derivados 

semissintéticos do dilapiol mostraram excelentes resultados com atividade 

adultocida em A. aegypti (SANTOS et al., 2011). 

DOMINGOS (2012) demonstrou, através do efeito dos derivados do dilapiol, 

o éter etil dilapiol (1KL39-B) e o éter n-butil dilapiol (1KL43-C) em A. aegypti, os 
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efeitos tóxicos e genotóxicos acumulativos em quatro gerações consecutivas (G1, 

G2, G3 e G4) causando mortalidade de 100% em altas concentrações destes 

produtos. 

Segundo a Organização da Cooperação Econômica e Desenvolvimento 

(2001), o óleo de P. aduncum constitui-se de forma majoritária de dilapiol, que 

pertence à classe dos agentes xenobióticos de baixa toxidade. Foi demonstrado por 

SOUZA et al. (2008) que o óleo essencial de P. aduncum, nas doses utilizadas 

((1/20)120 mg/kg) em ratos, apresentaram uma margem elevada de segurança, com 

efeitos tóxicos mínimos sobre os parâmetros hematológicos e bioquímicos. 

Outros estudos, a partir do óleo de P. aduncum, demonstraram atividades 

biológicas para diversas espécies de Leishmania, como no trabalho realizado por 

(FIDALGO et al. 2004) contra promastigotas de L. (L.) amazonensis, através da 

concentração mínima inibitória (CMI), apresentando resultados promissores. Estudo 

de (PICOLO et al. 2014) realizado com o derivado adunchalcone, a partir de P. 

aduncum, apresentou atividade antileshmania para quatro espécies de Leishmania: 

L. (L.) amazonensis, L. (V.) brasiliensis, L. (V.) shawi e L. (L.) chagasi. 

TORRES-SANTOS et al. (1999) investigaram o efeito do isolado 2ʼ,6ʼ-

Dihidroxi-4ʼ-Metoxichalcona a partir de P. aduncum frente a espécie de L. 

amazonenses, nas formas promastigotas e amastigotas, apresentando inibição com 

diferença estatística signicativa nas duas formas. 

Segundo PARISE-FILHO et al. (2012), demosntraram atividade 

antileishmania do dilapiol e seus análogos (di-hidrodilapiol e isodilapiol) em 

promastigotas de L. amazonensis, L. brasiliensis, tornando-os candidatos potenciais 

para novos fármacos. Assim como, estudo de FARAH et al. (2010) demonstraram 

efeito antileishmania do dilapiol e de seu análogo isodilapiol contra L. chagasi. 
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2.2.5 Docagem molecular  

 

 

É um método de predição do modo de ligação de pequenas moléculas na 

cavidade de interação de macromoléculas (TAFT et al., 2008). É uma ferramenta 

computacional que permite reproduzir o comportamento intermolecular e espacial de 

moléculas e sistemas moleculares como: a exploração das possíveis conformações 

das moléculas de interesse dentro da cavidade de interação do alvo; a avaliação das 

interações intermoleculares responsáveis pelo processo de reconhecimento 

molecular; e a quantificação da energia de ligação receptor-ligante. Esses recursos 

permitem aumentar consideravelmente as chances de descoberta de um fármaco 

com elevada eficácia e potência, além da redução dos custos (LEMKE, 2002). 

Observa-se que as enzimas têm sido estudadas incessantemente como 

potenciais alvos quimioterápicos por meio de várias rotas bioquímicas. Estudo da 

família Trypanossomatidae tem sido extensivamente pesquisado, devido às suas 

peculiaridades em processos celulares. E através do sequenciamento genômico do 

parasita foi possível compreender melhor o seu material genético e produtos, 

resultando na investigação de várias proteínas como potenciais alvos moleculares 

(CHOI et al., 2012). 

Diante dessa nova técnica de modelagem molecular, estudos prévios 

identificaram a miristoil-CoA-proteína (N- miristoil transferase) como um candidato 

adequado ao desenvolvimento de drogas contra infecções parasitárias por 

protozoários, incluindo Leishmania major, o agente causador da leishmaniose 

cutânea, bem como Plasmodium falciparum e Trypanosoma brucei, agentes 

causadores da malária humana e da doença do sono africana, respectivamente 

(RUDNICK, et al., 1991; BOWYER et al., 2008; WRIGHT et al., 2010). 
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Assim como ocorre na maioria dos eucariotos, a biossíntese de ácidos 

graxos a esfingolipídeos é essencial para o parasita, principalmente no processo de 

formação da membrana. As especificidades da via parasitária podem ser exploradas 

no desenvolvimento de inibidores seletivos de várias enzimas como: elongase, a 

esfingolipídeo sintase e a N- Miristoil transferase (PAL et al., 2012). 

A tripanotiona por sua vez, é uma molécula essencial que atua no sistema 

redox celular, responsável pela neutralização de espécies reativas de oxigênio. Sua 

biossíntese está ligada à vida das poliaminas através de um intermediário comum, a 

espermidina. Das enzimas dessa via, a tripanotiona sintase e a tripanotiona redutase 

são alvos para o desenvolvimento de fármacos (PAL et al., 2012). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a atividade antileishmania e citotóxica do éter butil dilapiol obtido a 

partir de P. aduncum L.. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito citotóxico do éter butil dilapiol (EBD) em células de 

linhagens primária e segundária; 

 

 Avaliar o potencial antileishmania do EBD nas formas promastigotas e 

amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

 

 Investigar os possíveis mecanismos de ação do EBD na inibição do 

crescimento do parasita de Leishmania. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O projeto foi executado no Laboratório de atividades biológicas (Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas da UFAM - Universidade Federal do Amazonas) para 

testes biológicos, sob orientação do Profº Emerson Silva Lima, e no Laboratório de 

Leishmaniose e Doenças de Chagas, na Coordenação de Pesquisas em Sociedade, 

Ambiente e Saúde (COSAS), no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia – 

INPA, sob a coorientação da Dra Antonia Maria Ramos Franco Pereira para os testes 

parasitológicos in vitro, e colaboração da Drª Ana Cristina da Silva Pinto no 

Laboratório de Fitoquímica do (INPA) na semissíntese do Éter Butil Dilapiol. 

 

4.1 Informações Éticas 

 

 

 O presente projeto faz parte do projeto guarda-chuva do Laboratório de 

Leishmaiose e doença de Chagas, submetido e aprovado pelo comitê de ética 

animal (CEUA / CEP/ INPA) Nº 014/2015. 
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  4.2 Fluxograma de atividades 

 

 

Figura 10. Fluxograma das atividades biológicas in vitro executadas com o éter butil dilapiol contra 

Leishmania (L.) amazonensis. 

 

 

4.3  Obtenção do material vegetal. 

 

 

O material vegetal da espécie Piper aduncum (folhas) foi coletado nos 

quilômetros 26, 27, 43 e 58 da Estrada Manaus-Itacoatiara AM-010 no ano de 2017. 

Cerca de 40 kg do material vegetal foi transportado para Fazenda Litiara, localizada 

em Itacoatiara, onde o material vegetal foi espalhado sobre uma lona para secagem, 

permanecendo por dois dias em local coberto. Após a secagem, o material foi 

pesado obtendo-se uma quantidade de 25 kg de planta seca.  
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4.4  Preparação do EBD 

 

 

A preparação da semissíntese do EBD foi realizada pela química Ana 

Cristina da Silva Pinto. A obtenção do dilapiol foi feita pela metodologia de destilação 

fracionada e, a partir desse composto, foi preparado o EBD, utilizando-se algumas 

reações já conhecidas na literatura (TOMAR, MAHESHWARI, MUKERJEE, 1979a, 

b), como mostrado a seguir (Figura 11). O EBD foi purificado em coluna 

cromatográfica flash e identificado por métodos através de espectroscópicos (RMN 

1H, 13C, IV e EM). 

  

 

 

Figura 11. Estruturas químicas: dilapiol (1) e o éter butil dilapiol (2). Fonte: (PINTO, 2008) 

 

 

 

4.5 Ensaios citotóxicos 

 

 

4.5.1 Citotoxidade em macrófagos peritoneais e de linhagem RAW 264.7 

 

Para a obtenção de macrófagos peritoneais, foram utilizados dez 

camundongos BALB/c (Mus musculus), que foram anestesiados e injetado meio 

RPMI incompleto (sem soro fetal bovino) estéril, por via intraperitoneal, e, 
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posteriormente, recuperado o meio por aspiração. O lavado abdominal foi 

centrifugado, ressuspendido em 1mL de meio e ajustado por uma leitura em câmara 

de Neubauer para uma concentração de 5x105 macrófagos/mL. A seguir, estes 

foram plaqueados em placa de 96 poços em triplicata e utilizando concentrações 

seriada de 500 a 15,62 µM do derivado EBD e posteriormente incubada em estufa a 

37 ºC com 5% CO2 por 48 horas. 

 Dando prosseguimento aos testes com macrófagos da linhagem RAW 264.7 

incubados a -80 ºC, estas células foram suplementadas com 10% soro fetal bovino - 

SFB (GIBCONN by life tecnologie), e acrescentado de 50 U/mL de penicilina e 50 

μg/mL de estreptomicina (GIBCONN by life tecnologie) . As células foram cultivadas 

ajustadas para uma concetração de 106 macrófagos/mL. 

A citotoxicidade foi avaliada pelo método de óxido-redução (Alamar Blue®) 

segundo NAKAYAMA et al. (1997). Como controle positivo foi utilizado Pentacarinat® 

(500 a 15,62 µM) e controle negativo somente meio RPMI mais células. Para avaliar 

a influência do diluente dimetilsufoxido (DMSO), foi realizado um controle contendo 

DMSO (0,1%) em células.  Após o período de tratamento (48h) e/ou (72h), foi 

adicionado 10μL de resazurina 0,4% (diluída 1:20). Após o tempo de metabolização 

do reagente, foi realizada a leitura da fluorescência em aparelho de 

espectrofotômetro a 560nm. 

 

4.6  Obtenção e manuntenção parasitária. 

 

Foi utilizada a espécie L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/2009/IM5584) 

mantida e criopreservada em nitrogênio líquido no Laboratório de Leishmaniose e 

Doença de Chagas, INPA.  
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Os promastigotas de L. (L.) amazonensis foram cultivados em meio 

Schneider 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativo (SFBi), em 

estufa a 25 °C 

 

4.7  Curva do crescimento das formas promastigotas 

 

Os tubos de ensaios contendo a cultura com meio NNN seguiu o protocolo 

adaptado de (NOVY e MACNEAL, 1904; NICOLLE, 1908). Os parasitas foram 

cultivados e observados à presença de promastigotas viáveis no meio de cultivo, a 

leitura foi feita em microscópio óptico. A seguir, uma alíquota (100 µL) foi repassada 

para uma garrafa de cultivo com meio Schneider e suplementado com 10% de soro 

fetal bovino inativado (SFBi) e mantidos em estufa a 25 °C. Foi realizado 

monitoramento diário (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas) do crescimento dos 

promastigotas viáveis através de uma contagem em triplicata em câmara de 

Neubauer. 

 

4.8 Determinação da atividade antileishmania e da concentração inibitória 

50% (CI50) nas formas promastigotas. 

 

A atividade antileishmania do derivado EBD foi avaliada pela inibição do 

crescimento e mortalidade das formas promastigotas de L.(L.) amazonensis nos 

períodos de 24, 48 e 72 horas, a 25 oC.  

Para a realização do bioensaio utilizou-se o meio de cultivo Schneider 

suplementado com 10% de SFB. As formas promastigotas foram centrifugadas a 

4.400 rpm/15 minutos, seguidamente diluídas e ajustadas em câmara de Neubauer 

para a concentração de 2x106 parasitas/mL. Foi realizada, previamente, uma triagem 
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com concentrações a partir de (21,1 a 1,31 µM) de forma seriada do EBD, por 24, 48 

e 72 horas; em seguida, outra curva foi realizada com concentrações de (4,5 a 

0,2812 µM) nos mesmos tempos. O controle negativo utilizado foi apenas parasita e 

meio, e o DMSO para avaliar sua influência como diluente das amostras.  Como 

controle positivo, o Pentacarinat® nas mesmas concentrações utilizadas acima. Os 

bioensaios foram em triplicatas e, para a avaliação da inibição parasitária, foi feita 

por meio do teste dose-resposta (Alamar Blue®), segundo protocolo adaptado de 

NAKAYAMA et al. (1997) com a leitura feita em espectrofotômetro. 

 

4.9  Determinação do índice seletivo. 

 

Com o objetivo de determinar a seletividade das concentrações como 

atividade antileishmania em macrófagos foi determinada através do índice de 

seletividade (I.S.) dos mesmos, pela seguinte expressão (NAKAMURA et al., 2006): 

 

IS = _1 CC50  em macrófagos     (concentração citotóxica 50%) 

                                2CI50 contra promastigotas (concentração inibitória 50%) 

 

 

4.10  Quantificação de óxido nítrico.  

 

A produção de óxido nítrico foi medida pela dosagem de seus produtos em 

degradação, nitrito, mais estáveis, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o 

nitrito, primeiramente reage com a sulfanilamida, em meio ácido, para formar um 

composto intermediário, o sal de diazônio. Em seguida, este sal reage com N-

naftiletilenodiamina (NED) formando um composto azo mais estável de coloração 
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púrpura, podendo assim ser quantificado espectrofotometricamente a 560 nm 

(GREEN et al., 1982). Para a determinação da produção de NO•, foi obtido 50 µL do 

sobrenadante do cultivo celular (macrófagos peritoneais) na concentração de 106 

celulas/mL, tratados com o derivado EBD na concentração 4,5 µM com e sem 

infecção, 4,5 µM de Pentacarinat® (controle positivo) e como controle negativo o 

parasita mais meio RPMI e DMSO a 0,1%, e um grupo estimulado por LPS (2 

µg/mL) nas mesmas, por 24 e 48 horas. Para o preparo deste reagente, foram 

utilizadas soluções estoques de cloreto de naftiletilenodiamina (0,1%), dissolvido em 

H2O e de sulfanilamida a 1%, dissolvida em H3PO4 (5%).  Após o período de 

incubação de 10 minutos, as amostras foram lidas em leitor de microplacas (DTX 

800, Beckman) a 560 nm.  

Após a leitura do sobrenadante biológico em uma nova placa, a placa do 

teste foi incubada com MTT a 5 mg/mL, a 37 ºC, a 5% de CO2 para avaliar a 

viabilidade celular através da formação de sais de formazan, conforme protocolo 

modificado por (SIEUWERTS et al.,1995). 

 

4.11 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio. 

 

A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi adaptada de 

FONSECA-SILVA et al (2011). Foram utilizados macrófagos peritoneais na 

concentração de 6x104 cels/mL (macrófagos peritoneais) com e sem infecção com L. 

amazonensis, tratados e não tratados. O EBD foi utilizado na concentração (4,5 µM), 

o controle positivo a Pentacarinat® (4,5 µM), e os controles negativos (célula 

infectada mais meio) e DMSO a (0,1%). Usou-se como estimulador o AAPH (2,2-

azobis (2-amidinopropano) dicloridrato) na concentração de 600 µM. O ensaio foi 
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realizado em triplicata e acompanhado nos tempos de 1, 3, 6 e 24 horas. Foi 

descartado o sobrenadante desse ensaio e, em seguida, foi adicionado o H2DCFDA 

(2’7’ diacetato de diclorodiidrofluoresceína) (Invitrogen, Eugene, USA) na 

concentração final de 20 M por amostra. As análises foram realizadas com 

excitação a 485nm e emissão a 530nm em espectrofotômetro. 

 

4.12  Determinação do índice de infectividade em macrófagos peritoneais 

infectados com L. (L.) amazonensis.  

 

Os macrófagos peritoneais foram ajustados para uma concentração de 

5x105 células/mL e mantidos em placas de bioensaio com 24 poços onde foram 

adicionados às lamínulas de vidro estéril, permanecendo em estufa com 5% de CO2, 

a 37 °C, por 24 horas. As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram 

adicionadas aos macrófagos na proporção de 5:1 (promastigotas /macrófago) e 

incubados com o EBD, Pentacarinat® e o dilapiol na concentração de 4,5 µM, e 

acondicionado em estufa com 5% de CO2, a 37 °C, por um período de 24h e 48h, 

seguindo o protocolo adaptado por MACEDO (2015).  

Ao final do ensaio, as lamínulas foram coradas por kit panótico e observadas 

em microscópio óptico (1000x). A infectividade foi determinada pela contagem de 

100 macrófagos/poço. Avaliou-se o número de macrófagos infectados e não 

infectados, tratados e não tratados. Foi utilizado como controle, macrófagos não 

tratados (infectados) e o DMSO a 0,1%, como controle diluídor das amostras (EBD e 

do dilapiol). 
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4.13  Modelagem espacial molecular. 

 

O procedimento da modelagem molecular foi realizado com a estrutura 

cristalográfica, utilizando proteínas de origem do parasita (Leishmania), disponível 

no banco de dados “Protein Data Bank” (PDB) [código: ID PDB 5g1z, 5ebk, 1lml], 

com resolução de 2,7Å. (ORLANDO & MALKOWSKI, 2016). As estruturas 

tridimensionais (3D) dos ligantes dilapiol e éter butil dilapiol foram obtidas a partir da 

estrutura 2D, com posterior conversão em 3D, utilizando software Chem 3D 15.0 

(PERKIN ELMER, 2016).  

A otimização geométrica de todos os ligantes foi feita através do método 

semi-empírico PM7 (STEWART, 2013), disponível no software MOPAC2016 

(STEWART, 2016). A preparação do receptor e dos ligantes foi alcançada através 

do software Autodock tools (MORRIS et al., 2009), sendo o grid box definido em 

relação ao sítio ativo ocupado pelo ligante (U53 e KDS). O procedimento de 

ancoragem foi realizado através do software Autodock Vina (TROTT & OLSON, 

2010). Os resultados foram processados através do software Discovery Studio 

(DISCOVERY STUDIO VISUALIZER, 2016). A análise foi realizada com a 

colaboração de Rodrigo Otávio Silva de Souza. 

 

4.14 Análises estatísticas 

 

 

Os valores de CI50 e CC50 foram obtidos através de uma regressão não-

linear por análise de inibição, e as diferenças estatísticas entre as concentrações e 

os controles foram analisados por ANOVA (two-way) para múltiplas comparações, 
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seguida do teste de Bonferroni’s com 95% de confiança. As análises foram 

realizadas no programa GraphPad Prism 6.0. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da atividade citotóxica do éter butil dilapiol (EBD) em células 

primária e secundária. 

 

Neste estudo, analisou-se a viabilidade celular em relação à ação das 

substâncias no decorrer do tempo. Observou-se que o EBD obteve uma 

concentração citotóxica de 50% (CC50) de 413,3 ± 3,1 µM, enquanto que o 

Pentacarinat® foi de 15,6 ± 0,2 µM demonstrando que o EBD foi menos tóxico (26,5 

vezes) do que o Pentacarinat®. Com relação ao dilapiol, não foi possível obter o 

CC50, uma vez que o mesmo não foi tóxico às celulas na concentração máxima de 

500 µM e mínima de 15,62 µM por 48h (conforme figura 12). 

 

 

Figura 12. Efeito das substâncias: Pentacarinat
®
, EBD e Dilapiol utilizando concentrações seriadas 

de 500 a 15,62 µM por 48 horas. A concentração citotóxica 50% obtidas pelas médias de (CC50 ± 

DP) em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foi obtida através de uma regressão não-

linear utilizando o programa Graphpad prisma 6
®
. 
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Na figura 13, é observada a viabilidade celular de macrófagos de linhagem 

secundária quando expostos ao EBD, Pentacarinat® (controle positivo) e dilapiol, 

utilizando concentrações seriadas de 500 a 15,62 µM, DMSO (0,1%), e macrófagos 

e meio RPMI como controle negativo. Demonstrou-se que o EBD obteve uma 

concentração citotóxica de 50% (CC50) de 373,5 ± 41,7 µM em macrófagos RAW 

264.7, enquanto que a Pentacarinat® foi de 14,4 ± 7,7 µM, demonstrando que o 

EBD apresenta uma seguraça de 25,9 vezes maior do que o fármaco padrão em 

relação ao tempo. Não foi possível obter o CC50 dilapiol devido à substância não ter 

matado 50% das células, pois o teste foi incubado e exposto a essas substâncias 

por 72 h, permitindo assim, uma melhor avaliação toxicológica em tempos mais 

longos.  

 

 

Figura 13. Efeito das substâncias: Pentacarinat®, EBD, Dilapiol, utilizando concentrações seriadas 

de 500 a 15,62 µM por 72 horas. A concentração citotóxica 50% e médias (CC50 ± DP) em 

macrófagos 264.7 foi obtida por regressão não-linear utilizando o programa Graphpad prisma 6
®
. 
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A figura abaixo mostra que o LPS utilizado a 2 µg/mL não demonstrou 

toxicidade quando incubado com os macrófagos peritoneais BALB/c, por 24 e 48 

horas. Esses resultados foram obtidos após realização da mensuração do óxido 

nítrico pelo teste de oxi-redução MTT. 

 

 
 

Figura 14. Viabilidade em Macrófagos peritoneais BALB/c quando expostos ao LPS (2 µg/mL) 

durante 24 e 48 horas de incubação utilizando o método MTT Brometo de (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -

2,5-difeniltetrazólio) e as substâncias (EBD, Pentacarinat·® e o dilapiol) na concentração de 4,5 µM. 

 

 

5.2  Avaliação morfológica da viabilidade em macrófagos peritoneais de 

camunudongos BALB/c sob efeito do éter butil dilapiol. 

 

As figuras 15 e 16 demonstram que os macrófagos peritoneais de 

camundongos, quando expostos às substâncias (EBD, Pentacarinat® e dilpaiol), 

apresentaram núcleo, citoplasma e membranas das células preservadas, indicando 
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que não houve alteração na morfologia celular na concentração utilizada de 4,5 µM, 

por 24 e 48 horas. 

 

 

Figura 15. Morfológica de macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, quando expostos aos 

efeitos das substâncias na concentração (4,5µM); (A) Dilapiol; (B) EBD; (C) Pentacarinat
®
, (D) DMSO, 

(E) Macrófagos e meio por 24 h. 

 

 

 

Figura 16. Morfologia de macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, quando expostos aos 

efeitos das substâncias na concentração de (4,5µM): (A) Dilapiol; (B) EBD; (C) Pentacarinat
®
, (D) 

DMSO, (E) Macrófagos e meio por 48 h. 

 

 

5.3 Curva do crescimento das formas promastigotas de Leishmania (L.) 

amazonensis (MHOM/BR/2009/IM5584). 

 

A curva do crescimento parasitário da forma promastigota de L. (L.) 

amazonensis foi determinada pela fase exponencial e a fase estacionária, em que a 

fase exponencial ocorreu do 1º ao 3º dia de cultivo, e a fase estacionária foi obtida 

no 4º dia. No 5º dia, observou-se um decrescimento parasitário. A determinação da 
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fase estacionária é importante para a obtenção de maior número de promastigotas 

infectivos (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998). 
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Figura 17. Curva do crescimento de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis- 

(MHOM/BR/2009/IM5584) em meio Schneider com 10% SFB, acompanhada durante cinco dias 

contínuos. 

 

5.4 Avaliação preliminar da atividade do EBD contra as formas 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. 

 

Os resultados obtidos do EBD contra L. (L.) amazonenses, nas diferentes 

concentrações (21,1 a 1,31), por meio de uma triagem, estão apresentadas na 

figura 18. Observou-se que na maior concentração (21,1 µM) demonstrou-se uma 

redução na concentração dos parasitas viáveis às formas promastigotas e, com 

isso, apresentando diferença estatística (P<0,0001), em relação ao controle 
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negativo (DMSO) do dilapiol, e as outras menores concentrações do EBD, por 24, 

48 e 72 horas. 

 

Figura 18. Avaliação preliminar do EBD (1) e dilapiol (2) contra as formas promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis – quantificação as formas viáveis dos parasitas em (24, 48 e 72 

horas). (
****

P<0,0001)= significativo nas demais concentrações do EBD, controle negativo e dilapiol. 

Os resultados foram obtidos através da análise por ANOVA (two-way) e Bonferroni’s com 95% de 

confiança através do programa GraphPad prisma 6
® 

. 

 

 

A tabela 3 demonstra os valores dos CI50 das substâncias obtidas através da 

exposição dos promastigotas as substâncias em relação ao tempo. Observou-se que 

o EBD apresentou uma eficácia igual ao fármaco padrão no tempo de 72 horas. 

Enquanto ao dilapiol não foi possível obter o CI50 devido o composto não conseguir 

inibir 50 % às formas promastigotas. 
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Tabela 3. Obtenção preliminar do CI50 do EBD, Pentacarinat
®
 e do dilapiol em promastigotas de 

L. (L.) amazonensis em 24, 48 e 72 horas. 

CI50 24h 

µM 

48h 

µM 

72h 

µM 

Dilapiol >21,1 >21,1 ND 

EBD  10,9 8,5 4,4 

Pentacarinat
®
 3,2 2,8 3,1 

  

 

5.5 Avaliação da atividade do EBD contra as formas promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis. 

 

Os resultados obtidos da atividade do EBD contra L. (L.) amazonensis nas 

diferentes concentrações estão apresentados na figura 19. Neste estudo, observou-

se que na maior concentração obtida a partir de uma CI50 de 4,5 µM apresentou 

maior atividade na redução da concentração dos parasitas as formas promastigotas. 

Nesta mesma concentração, foram observadas diferenças estatísticas quanto às 

concentrações de parasitas viáveis na presença do EBD em relação ao controle 

negativo (P<0,0001), em 24, 48 e 72 horas, assim como às demais concentrações 

testadas e o dilapiol. 
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Figura 19. Avaliação da atividade do EBD (1) e dilapiol (2) contra formas de promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis – quantificação as formas viáveis dos parasitas em (24, 48 e 72 

horas). (
****

P<0,0001)= significativo em relação as demais concentrações do EBD, controle negativo 

e dilapiol. Os resultados foram obtidos através da análise por ANOVA (two-way) e Bonferroni’s com 

95% de confiança através do programa GraphPad prisma 6
® 

. 

 

 

A tabela 4 demonstra os valores dos CI50 e os intervalos de confiança das 

substâncias obtidas através da exposição dos promastigotas diante das substâncias 

em relação ao tempo. Observou-se que o EBD apresentou uma eficácia igual ao 

fármaco padrão no tempo de 72 horas. Enquanto ao dilapiol não foi possível obter o 

CI50 devido o composto não ter conseguido inibir 50 % às formas promastigotas. 
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Tabela 4. Obtenção do CI50 do EBD, Pentacarinat® e do dilapiol em promastigotas de  Leishmania 

(L.) amazonensis em 24, 48 e 72 horas. 

 
          ND= Não determinado 

 

 

5.6  Atividade antileishmania através do índice de seletividade. 

 

Neste estudo, o índice seletivo (IS) foi obtido através de uma razão entre a 

concentração citotóxica 50% (CC50) em macrófagos peritoneais, dividido pela 

concentração inibitória 50% (CI50) parasitária às formas promastigotas, durante 48 

horas de incubação. Os resultados estão dispostos na Tabela 5. Observou-se que 

durante 48 horas foi obtido um índice de seletividade do EBD de 76,5 µM e 

Pentacarinat® de 8,7 µM, usando uma concentração de 4,5 µM das substâncias, 

determinando que o EBD foi menos tóxico para as células 8,8 vezes do que o 

fármaco padrão (Pentacarinat®). Em relação ao dilapiol, não foi possível obter o IS 

devido a não obtenção do CI50 as formas promastigotas e em CC50 em macrófagos. 

 

Tabela 5. Valores de CI50 em promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e CC50 para 
macrófagos peritoneais e seus respectivos índides de seletividade (IS) por 48 horas 

 
         CI50= Concentração capaz de inibir em 50% o número de promastigotas em cultura. 

         CC50= Concentração citotóxica para 50% do tapete celular. 

         IS= CC50 Macrófagos peritoneais / CI50 promastigotas /    ND= Não determinado 
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5.7  Padronização do óxido nítrico por concentração celular. 

 

Observou-se que os macrófagos peritoneais basais na concentração de 106 

células/mL produziu baixos níveis de óxido nítrico, porém quando os macrófagos 

foram estimulados por LPS nas concentrações de (105, 106, 107) demonstrou-se 

uma produção elevada dos níveis de NO em relação ao tempo e da concentração 

celular. E por meio dos dados obtidos foi possível selecionar uma concentração 

celular mais adequada para o estudo (106) células/mL. 

 

 

Figura 20. Padronização da produção do óxido nítrico através da concentração de macrófagos 
peritoneais de camundongos BALB/c por 24, 48 e 72 horas, nas concentrações de (10

5
, 10

6
, 10

7
) 

estimulados e não estimulados por LPS a 2 µg/mL. 
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5.8  Mensuração da produção de óxido nítrico em macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c. 

 

A figura 21 demonstra valores variáveis da produção de óxido nítrico em 

macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, quando foram expostos às 

substâncias (EBD, dilapiol e Pentacarinat®) na concentração de 4,5 µM, por 24 h e 

48 h. Observou-se que o EBD não estimulou a produção de óxido nítrico em células 

do grupo basal, assim como as outras substâncias utilizadas no experimento, 

quando comparamos com o grupo controle basal (sem tratamento). Foi observado 

que o grupo infectado com L. (L.) amazonensis e tratado não produziu óxido nítrico 

em macrófagos peritoneais BALB/c de forma significativa por 24 e 48 horas e 

tratados, quando comparamos com o grupo infectado, sem tratamento. Outra 

observação foi que o grupo estimulado com LPS e tratado com as substâncias inibiu 

a produção de óxido nítrico em todos os tempos quando comparamos com o grupo 

controle estimulado com LPS e sem tratamento. 
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Figura 21. Mensuração da produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos 

BALB/c infectados por Leishmania (L.) amazonensis durante 24 e 48 horas e expostos as substâncias 

(EBD, Pentacarinat
® 

e dilapiol) na concentração de 4,5 µM. 

Os resultados foram obtidos através da análise por ANOVA (two-way) e Bonferroni’s com 95% de 

confiança através do programa GraphPad prisma 6
® 

. 

 

 

 

5.9  Quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) em 

macrófagos peritoneais de comundongos BALB/c. 

 

A figura 22 mostra que as substâncias (EBD, Pentacarinat·® e o dilapiol) na 

concentração de 4,5 µM demonstraram uma produção relativa das EROs, nos 

tempos de 1h e 3 h de incubação dos grupos, utilizando macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c, mas sem diferença significativa. E, quando comparamos o 

grupo controle basal com o grupo basal tratado, observou-se que não houve 
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estimulação de EROs em todos os tempos. Quanto aos outros grupos tratados com 

as substâncias, observamos uma normalidade biológica na quantificação das EROs, 

em todos os tempos. Não se obteve valores significativos. 

 

Figura 22. Quantificação das espécies reativas de oxigênio (EROs) em macrófagos peritoneais de 
camundongos BALB/c na forma basal, estimulado e infectado durante as primeiras 24 h e expostos 

as substâncias (EBD, Pentacarinat
® 

e dilapiol) na concentração de 4,5 µM. Resultados demonstrados 

nas figuras de A (1h); B (3h); C (6h) e D (24h). As CI50 foram obtidas por média ± DPM (desvio padrão 
médio) através do programa GraphPad prisma 6

®
. 

 

 

 

5.10 Avaliação da taxa de infecção por Leishmania (L.) amazonensis em 

macrófagos peritoneais expostos ao EBD. 

 

As figuras 23 e 24 mostram a eficácia das substâncias (EBD, Pentacarinat® e 

dilapiol) na concentração de 4,5 µM, quando em contato com os macrófagos 

peritoneais infectados em relação ao tempo. Observou-se a eficácia do derivado 

EBD durante 24 h, o qual apresentou uma inibição às formas amastigotas 

apresentando vários vacúolos, e por 48 horas houve uma maior quantidade de 

células não infectadas quando comparadas com o grupo controle negativo 
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promastigotas mais macrófagos (P+M), demonstrando que o EBD tem um grande 

potencial antileishmania às formas intracelulares durante 24 e 48 horas. 

 

 

Figura 23. Efeito da atividade das substâncias utilizadas na concentração de (4,5 µM) contra a 

forma amastigota de Leishmania (L.) amazonensis em macrófagos peritoneais durante 24 h. (A) 

Dilapiol, (B) EBD, (C) Pentacarinat
®
, (D) Macrófagos infectados, (E) DMSO, (F) Macrófagos não 

infectado. 1000X. 

 

 

Figura 24. Efeito da atividade das substâncias utilizadas na concentração de (4,5 µM) contra a 

forma amastigota de Leishmania (L.) amazonensis em macrófagos peritoneais por 48 h. (A) Dilapiol, 

(B) EBD, (C) Pentacarinat
®
, (D) Macrófagos infectados, (E) DMSO, (F) Macrófagos não 

infectado.1000X. 
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Neste estudo, o gráfico 25 demonstra a taxa de infecção por L. amazonensis 

mediante o tratamento com o EBD na concentração, Pentacarinat® e dilapiol a 4,5 

µM. Observou-se que o controle negativo (DMSO) apresentou-se com uma 

porcentagem de infecção em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 

próximo a 100% e, a partir desse dado, foi determinada a taxa de infecção através 

das médias de células infectadas e tratadas com os fármacos por 24 e 48 horas. 

Observou-se que o EBD demonstrou-se muito promissor ao inibir as formas 

amastigotas de L. (L.) amazonensis em relação ao tempo quando comparado com a 

Pentacarinat®. 

 

 

Figura 25. Avaliação da taxa de infecção do EBD, do dilapiol e Pentacarinat
® 

(4,5 µM)
 
contra as 

formas amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis por 24 e 48 horas. 
Os resultados foram obtidos através da análise por ANOVA (two-way) e Bonferroni’s com 95% de 
confiança, através do programa GraphPad prisma 6

® 
. As percentagens foram cálculadas pelas 

percentagens das médias - % CN (percentagem do valor do controle negativo). 
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5.11 Simulações de inibição enzimáticas por docagem molecular. 

 

Os resultados obtidos através da ancoragem molecular vêm demonstrando 

uma boa concordância com os resultados experimentais e tem sido utilizado para 

compreender os mecanismos observados em nossos testes in vitro quanto à 

atividade antileishmania, através do derivado éter butil dilapiol. Realizou-se teste in 

silico em duas enzimas: Tripanotiona redutase (ID PDB 5ebk) e N-miristoil 

transferase (ID PDB 5g1z). Dentre as proteínas testadas, o derivado éter butil 

dilapiol apresentou maior afinidade pelo sítio ativo da enzima N-miristoil transferase, 

em que a energia de ligação foi -7,8; valor muito próximo ao do inibidor padrão U53. 

Quando comparamos com a energia de ligação do dilapiol frente ao do derivado, 

observou-se que o valor apresentado pelo último foi superior ao seu composto de 

origem. 

Observou-se também que as substâncias (EBD e Dilapiol) não apresentaram 

uma boa interação de energia de ligação (-5,2 e -4,8), respectivamente, quando 

comparados com a energia de ligação do inibidor padrão RDS (-6,0), além de não 

apresentarem ligação de ponte de hidrogênio. 
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5.11.1 Tripanodiona redutase 

 

 

Figura 26. Conformação padrão da Tripanotiona redutase: Inibidor padrão RDS (Energia 
de      ligação -6,0) 
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Figura 27. Interação do dilapiol com o sítio da ação da enzima Tripanotiona redutase  
Pose do dilapiol no sítio da ação da enzima Tripanotiona redutase ID PDB 5ebk (Energia de ligação   
-4,8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



78 
 

 
 
 
 
 

 
 
Figura 28. Interação do Éter butil dilapiol com o sítio da ação da enzima Tripanotiona redutase 
Pose do éter butil dilapiol no sítio da ação da enzima Tripanotiona redutase ID PDB 5ebk  (Energia de 
ligação -5,2) 
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5.11.2 N-miristoil transferase 

 

 

 

Figura 29. N-miristoil transferase: Inibidor padrão U53 (Energia de ligação -8,2) 
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Figura 30. Interações do dilapiol com o sítio da ação da enzima N-miristoil transferase 
Pose do dilapiol no sítio da ação da enzima miristoil transferase ID PDB 5g1z (Energia de ligação       
-6,8) 
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Figura 31. Interações do Éter butil dilapiol com o sítio da ação da enzima N-miristoil transferase  
Pose do Eter buitil dilapiol no sítio da ação da enzima miristoil transferase ID PDB 5g1z (energia de 
ligação -7,8) 
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6 DISCUSSÃO 

 

Na busca para desenvolver novos fármacos mais seguros, baratos e 

eficazes para o tratamento da leishmaniose, uma das alternativas são bioativos 

extraídos de plantas medicinais, e através de técnicas inovadoras com a capacidade 

de obter isolados potencialmente ativos (CARVALHO; FERREIRA, 2001). Sabe-se 

que o arsenal terapêutico para o tratamento das leishmanioses é limitado, invasivo e 

apresenta vários efeitos colaterais graves (VAN GRIENSVEN et al. 2010). 

  Neste estudo, foram utilizados diferentes linhagens de macrófagos, no 

intuito de avaliar a capacidade citotóxica das substâncias, quando expostas às 

células de diferentes graus de proliferação bem como os macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c, que se constituem de uma grande população de células 

residentes, sendo que a metade são fagócitos mononucleares imaturos, e possuem 

semelhanças muito próximas aos macrófagos humanos (COHN, 1968).  

FARAH et al. (2010) demonstraram uma viabilidade elevada em macrófagos 

quando expostos ao dilapiol e o seu análogo isodilapiol, a partir de 50 µg/mL, por 72 

horas. Dados que corroboram com nossos achados quando os macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c foram expostos por 48 horas nas 

concentrações de 500 a 15,62 µM do derivado EBD e dilapiol, com isso reforçando a 

inespecificidade aos macrófagos. 

Por outro lado, diversas linhagens de macrófagos imortalizados são 

frequentemente utilizados para estudos das funções dos macrófagos, já que 

apresentam uma resposta muito semelhante às células primárias (SEA et al., 2014). 

Por meio da utilização dos macrófagos de linhagem murina RAW 264.7, avaliou-se a 

citotoxicidade das substâncias por 72 horas, devido à sua capacidade de exibir um 
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fenótipo de crescimento rápido e incessante (MOFFAT, 2014). Em nossos achados 

observamos uma maior toxicidade nessa linhagem do fármaco padrão, enquanto 

que o derivado EBD não apresentou toxicidade nas mesmas concentrações 

utilizadas (500 a 15,62 µM) em relação ao tempo. 

Podemos citar outros estudos com células secundárias como o de PARISE-

FILHO et al.( 2012)  que demonstraram efeitos citotóxico do dilapiol a partir de 25 µM 

em fibroblastos 3T3 durante 24 horas de tratamento, uma vez que essa célula tem 

uma importância para o parasita de Leishmania durante a fase crônica da infecção 

(VAGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2010). Em nossos resultados, observamos que 

tanto o dilapiol quanto o derivado EBD, utilizados na concentração de 4,5 µM, não 

demonstraram ser tóxicos em macrófagos RAW 264.7, por 72 horas, apresentando 

uma viabilidade de 100% e 90% respectivamente. Estudo de (BUARQUE et al., 

2011) demonstraram uma viabilidade de 77% em macrófagos J774, quando foram 

expostos ao derivado N-tasil aza-pterocarpano, na concentração de 100µM, durante 

72 horas. 

SOUSA et al. (2008) demonstraram que o óleo de P.aduncum apresentou 

uma margem elevada de segurança de (240 mg/kg e 120 mg/kg), com efeitos 

tóxicos minímos sobre os parâmetros bioquímicos e hematológicos in vivo. 

O isolamento de produtos naturais, em forma pura, tem sido fonte de 

insumos para a preparação de medicamentos. ROCHA et al. (2005) descreveram 

101 plantas de diversos países com atividade leishmanicida, e 239 substâncias 

naturais isoladas com atividade em diferentes espécies de Leishmania em trabalhos 

publicados. 

TORRES-SANTOS et al. (1999) demonstraram, através do isolado 2ʼ,6ʼ-di-

hidroxi-4ʼ-metoxichalcona, a partir de P. aduncum, que se inibiu o crescimento de 
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promastigotas viáveis de L. amazonensis na concentração de 0,5 µg/mL, por 48 

horas de incubação.  

Já o estudo de FARAH et al. (2010) demonstraram atividade antileishmania 

através do derivado isodilapiol isolado de P.aduncum, utilizando uma concentração 

de 50 µg/mL em promastigotas de L. chagasi, por 72 horas inibindo 96% dos 

parasitas viáveis. No entanto, em nosso estudo, utilizamos uma concentração de 4,5 

µM do derivado éter butil dilapiol, em que inibiu as formas promastigotas viáveis de 

L. amazonensis por 24, 48 e 72 horas, demonstrando ser uma molécula 

potencialmente ativa antileshmania. 

Uma vez que P. aduncum apresenta atividade antilehsnmania através de 

seus bioativos, PICOLO et al. (2014) demonstraram atividade de dihidrochalcona em 

L. amazonensis, L. brasiliensis, L. shawi, L. chagasi nas formas promastigotas e 

amastigotas de L. amazonensis, utilizando concentrações de 2, 10 e 50 µM, com 

uma CI50 de 24 µM. 

PARISE-FILHO et al. (2012) demonstraram os efeitos dos análogos do 

dilapiol (di-hidrodilapiol e isodilapiol) em promastigotas de L. amazonensis e L. 

braziliensis, que apresentaram uma CI50 de 99,9 ± 10,4 e 122,9 ± 13,9 µM e 90,5 ± 

8,6 e 109,8 ± 9,5 µM respectivamente, e o dilapiol 69,3 ± 4,9 µM para 

L.amazonensis e 59,4 ± 4.0 para L. braziliensis. Nesses resultados, mostram-se 

valores de CI50 bastante elevados quando comparados com nossos achados, em 

que a molécula do nosso estudo apresentou valores de CI50 de 10,0 (7,2-14), 5,6 

(2,2-8,9), 1,6 (0,8-3,3) µM em 24, 48 e 72 horas em ordem, demonstrando que o 

derivado EBD foi mais potente do que o dilapiol frente à forma promastigota de L. 

amazonensis em todos os tempos.  
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Por outro lado, quando comparado os dados do derivado EBD com o 

fármaco padrão (Pentacarinat®), com CI50 de 5,4 (3,6-8,0), 1,8 (1,0-2,6) e 2,2 (0,001-

4,5) µM em 24, 48 e 72 horas respectivamente, observamos que a nossa molécula 

de estudo mostrou-se um bioativo potente e eficaz, já que ao longo do tempo 

apresentou valores de CI50 igual a Pentacarinat®. Sabe-se que estudos demonstram 

que a pentamidina causa uma série de desvantagens como os graves efeitos 

colaterais (MURRAY et al. 2005), além dos mecanismos de resistência relacionado à 

adaptação genética dos parasitas de Leishmania (QUELLETTE, 2001). 

No estudo realizado por NAKAMURA et al. (2006), demonstrou-se que 

frações de P. regnellii apresentou atividade antileshmania, calculando-se o índice de 

seletividade (IS) por uma razão matemática (CC50 / CI50), mesmo método usado 

neste estudo. Desta forma, conseguiu-se avaliar a sensibilidade citotóxica célular 

quando exposta a uma nova molécula em relação ao tempo associada à eficácia 

sobre o microrganismo, já que para um protótipo ser considerado promissor e um 

futuro fármaco, tem que apresentar um (IS) igual ou maior que 10 (CHIARADIA et 

al., 2007). 

O éter butil dilapiol (EBD) demonstrou-se um protótipo promissor, pois 

apresentou um IS celular de 76,5 µM, diante da Pentacarinat® com 8,7 µM, 

demonstrando que esses resultados se diferenciam do estudo de PARISE-FILHO et 

al. (2012), que demonstraram que o dilapiol foi mais potente do que os seus 

análogos (dihidrodilapiol e isodilapiol) sobre as formas promastigotas, além de obter 

uma CC50 22 µM utilizando fibroblastos 3T3 por 24 hora, porém obteu-se um IS de 

0,3 µM, demonstrando não ser seletivo para o parasita de Leishmania e tóxico para 

a célula. 
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O óxido nítrico (NO●) está envolvido em uma variedade de funções 

biológicas em todo o organismo (POEZE et al. 2010). Neste estudo, foi possível 

quantificar o NO● em macrófagos peritoneais BALB/c, e assim expor os achados 

neste estudo, já que o NO● pode ser utilizado de forma benéfico ou maléfico, isso vai 

depender da quantidade em que é produzida (PREISER et al. 2011). Avaliou-se que 

as substâncias analisadas não tiveram a capacidade de induzir a óxido nítrico 

sintase (iNOS) a produzir óxido nítrico quando se comparou com os grupos dos 

macrófagos basais e estimulados por LPS. Esse possível mecanismo de inibiçao 

das iNOS pode ser explicado através do efeito inibitório de um determinado 

composto sobre a produção de NO●, como também por sequestro do radical NO● 

(MIRANDA, 2012).  

O estudo de IKEDA e colaboradores (2008) demonstrou a inibição do óxido 

nítrico pelo ácido ursólico na atenuação de óxido nítrico sintase induzida pela via 

NF-kB em macrófagos murinos RAW 264.7.  MIRANDA (2012) mostrou um aumento 

gradativo da produção de óxido nítrico em macrófagos peritoneais basais nos 

tempos de 1, 6 e 24 h de incubação com diferença significativa. Já neste estudo 

observou-se uma pequena produção de óxido nítrico nos tempos de 24 h e 48 h de 

incubação, mas sem diferença significativa por grupo. 

No presente estudo observou-se que as substâncias (EBD, Pentacarinat® e 

dilapiol) na concentração de 4,5 µM não estimularam a produção de óxido nítrico em 

macrófagos infectados ao decorrer do tempo. Isso pode ser explicado pelo fato de a 

produção de óxido nítrico depender da formação da arginina que está envolvido na 

defesa do organismo (HALLESMEESH et al., 2002). Outro estudo também  

demonstrou que os macrófagos peritoneais BALB/c infectados por L. amazonensis 

apresentaram uma diminuição na concentração de óxido nítrico  após 24 h de 
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incubação (MIRANDA, 2012), resultados semelhantes aos encontrados neste 

estudo.  

GENESTRA et al. (2008) demonstraram que promastigotas e amastigotas de 

L.amazonensis são sensíveis a ação do NO●, porém com uma citotoxicidade dose 

dependente, sendo que os promastigotas são mais sensíveis do que amastigotas.  

No estudo de MUKBEL et al. (2007), após 24h de infecção em macrófagos por 

promastigotas de L. major e L. amazonensis e ativados por LPS, observaram uma 

menor carga parasitária significativa nos macrófagos infectados por L. major e não 

em macrófagos infectados por L. amazonensis. 

Através desses achados sugerimos que as substâncias deste estudo não 

influenciaram na estimulação do NO●, tanto em células basais como nas infectadas. 

Existem várias possibilidades de interferências na produção de óxido nítrico 

negativamente, como uma modulação na resposta imune do hospedeiro, e assim 

inibindo a produção de NO● em macrófagos peritoneais de BALB/c quando são 

infectados por L. amazonensis (OSORIO Y FORTÉA et al., 2009). Por outro lado, há 

estudos que demonstram que quando o óxido nítrico foi estimulado por LPS em 

macrófagos peritoneais de BALB/c e infectados com o parasita de L. infantum houve 

um aumento do NO● e redução do número de amastigotas, porém quando infectado 

com L. amazonensis não houve redução na carga parastária (SOUZA et al., 2010). 

Neste estudo, observou-se que no grupo controle basal e infectado não foi possível 

induzir a produção de NO●, assim como os grupos submetidos a tratamento com os 

fármacos. 

Observou-se que as substâncias (EBD, Pentacarinat® e dilapiol) não 

estimularam a produção das EROs nos tempos testados.  A produção das EROs em 

macrófagos infectados por L. amazonensis e tratadas com as substâncias, 
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apresentaram uma diminuíção na produção das EROs em todos os tempos. O 

mecanismo de indução na ativação da enzima NADPH oxidase a produzir EROs é 

através do burst oxidativo. As EROs podem atuar de forma benéfica na defesa 

contra infecções, quanto a bactérias, fungos, parasitas com finalidade de destruir 

microorganismos (FERREIRA et al., 1997). FONSECA-SILVA et al. (2013) 

demonstraram que as EROs tem uma importante participação na inibição de L 

amazonensis sendo comparada como substância leishmanicida.  

Através do estudo de RIBEIRO  et al., (2013) demonstraram que o derivado 

LQB-118 induziu a produção das EROs em promastigotas de L.amazonensis nas 

primeiras horas, sugerindo que este evento é um dos gatilhos de morte do parasita. 

Porém, em nosso estudo, sugerimos que o mecanismo de morte do parasita, 

quando exposto ao derivado EBD, está diretamente sobre o parasita. 

Em nosso estudo, o derivado EBD a 4,5 µM inibiu as formas intracelulares 

viáveis do parasita de L. amazonensis, exibindo uma taxa de infecção de 17% e 

12% por 24 e 48 horas, respectivamente. Esses resultados determinam que a 

molécula do nosso estudo mostrou-se promissora, pois quando comparamos com 

os valores da Pentacarinat® (10% e 9%) e o dilapiol (24% e 14%), além do controle 

negativo que foi de 88% de infecção nos mesmos tempos, sendo que entre as 

substâncias não apresentaram diferença significativa estatisticamente. O estudo de 

MARTINS (2011) demonstrou atividade do derivado LASSBIO 1108 uma inibição 

de 75% as formas amastigotas de L. major por 24h com uma CI50 de 6,6 µM, e com 

uma taxa de infecção de 23%, já contra L. amazonensis apresentou 76% de 

inibição parasitária, e com uma CI50 de 11,2 µM por 48 h, e apresentando uma taxa 

de infecção de 24%.  
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Na busca de um possível mecanismo de ação antileshmania do derivado 

EBD  foi realizado uma triagem com duas enzimas (tripanotiona redutase e N-

miristoil transferase) encontradas no parasita de Leishmania com funções 

específicas para a sobrevivênvia e/ou infectividade parasitária.  Mediante análise in 

silico foi possível conhecer o grau de afinidade de energia do derivado éter butil 

dilapiol com o sítio ativo da enzima U53. PRINCE et al. (2013) observaram em L. 

major, por métodos de deleção de genes direcionados foram usados para 

demonstrar que o gene de NMT (N-miristoil transferase) de cópia única é essencial 

para a viabilidade em promastigotas de Leishmania, e também responsável pela 

virulência do parasita. 

WRIGHT  et al. (2015) demonstraram que a proteína N- miristoilada, 

conhecida  por HASPB, pode ser detectada por western blot em ambos os estágios 

da vida do parasita de Leishmania. Sendo assim, esses dados preveem um efeito 

fortemente pleiotrópico da inibição do NMT na função celular do parasita e um 

evidente alvo de drogas leishmanicida. 

Em particular, a proteína HASPB duplamente acilada de L. major é 

transportada para toda a superfície do parasita (DENNY et al., 2000) usando uma 

via não clássica para o tráfego através da membrana durante a biossíntese (MILLS 

et al., 2007). 

Neste trabalho, foi observado que a enzima que apresentou elevada 

afinidade com o sítio ativo foi a N-miristoil tranferase. Tal fato deve-se pela formação 

de ponte de hidrogênio entre o EBD com resídio tirosina A 334 e intreração com 

bolsa hidrofóbica da enzima, na qual o derivado interage através de pontes de Van 

Der Waals, tornando o acoplamento do derivado EBD no sítio enzimático muito mais 

estável.  
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OGUNGBE et al. (2013) realizaram uma triagem por docagem molecular de 

209 moléculas de alcalóides antiparasitárias. Dentre elas, a que melhor apresentou 

elevada energia de ligação foram os alcalóides indólicos de ancoragem mais fortes 

foram os flinderois. Estas ligações mostraram-se seletividade pelo sítio ativo da N-

miristoil-transferase de Leishmania major, como também para pteridina redutase e t-

metinil-tRNA sintase. 

OLALEYE et al. (2014) demonstraram que inibidores de substrato peptídeo 

de NMT mostraram uma maior especificidade para NMT de P. vivax do que P. 

falciparum, em que no qual destacou 4 resíduos de aminoácidos diferentes: P.vivax 

ILE 102, TYR 212, SER 228 e TYR 334, e para P. falciparum VAL 102, PHE 212. 

Neste estudo, observou-se que o derivado EBD apresentou 6 ligação com resíduos 

de aminoácidos semelhantes ao do ligante padrão: ASP 98, ASP 385, GLY 199, 

GLY 384, GLY 386, VAL 96 e GLU 97, e para o dilapiol GLY 386, ASP 386, TYR 

334, GLU 97 e VAL 363. Já que a NMT padrão possui 13 ligações de resíduos de 

aminoácidos com ligações de Van de Waals, o derivado EBD apresentou 11 e o 

dilapiol 9. Com isso, sugerimos que o derivado possui uma maior especificidade 

para a NMT do que o seu precursor. 
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7 CONCLUSÃO 

 

- O derivado EBD, análogo do dilapiol, demonstrou-se nas concentrações avaliadas 

não tóxico em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, em 48 horas de 

incubação. Assim, também, foi observado em macrófagos secundários (RAW 264.7), 

durante 72 horas. O derivado EBD não alterou as características morfológicas dos 

macrófagos peritoneais na concentração utilizada por 24 e 48 horas de exposição; 

- O EBD inibiu as formas promastigotas de L. amazonensis quando testado na 

concentração de 4,5 µM, tendo efeito similar a Pentacarinat® e superior ao seu 

precursor dilapiol; 

- O EBD não induziu a produção de óxido nítrico em macrófagos peritoneais basais 

e infectados, demonstrando que a inibição de L. amazonensis não ocorreu por essa 

via de ação, como também não estimulou a NADPH oxidase a produzir as EROs, 

tanto em macrófagos basais como infectados. Conclui-se, portanto, que o 

mecanismo de morte deve está relacionado com ação direta sobre o parasita; 

- O EBD inibiu as formas amastigotas de L. amazonensis viáveis em macrófagos 

peritoneais por 24 e 48 horas, apresentando uma redução da taxa de infecção igual 

à Pentacarinat® e ao dilapiol. O EBD apresentou um índice de seletividade melhor do 

que a Pentacarinat®, demonstrando tropismo sobre o parasita de Leishmania; 

- O EBD apresentou uma maior afinidade de energia de ligação ao sítio ativo da 

enzima U53 quando comparado com o seu precursor dilapiol. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

A análise in vitro e in silico possibilitou a obtenção de um análogo do dilapiol 

com atividade antileishmania promissor, com perspectiva de desenvolver uma 

formulação para ser aplicado no tratamento da leishmaniose cutânea futuramente 

em testes in vivo. 
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