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RESUMO 

 

Diante da necessidade de explorar novas opções de tratamentos para a Leishmaniose Cutânea 

(LC), avaliamos a eficácia de análogos fluorados da pentamidina [1,5-bis(4-amidinofenoxi)-

3,3-difluoropentano - 5A6F; e 1,5-bis(4-amidinofenoxi)-2,2,3,3,4,4-hexafluoropentano - 

5A6F], medicamento utilizado no tratamento da LTA, além de sintetizar, caracterizar e avaliar 

a eficácia de nanomatrizes inorgânicas bioativas (NIB) de óxidos de nióbio (Nb) e de tântalo 

(Ta), nanoformulações com propriedades terapêuticas ainda desconhecidas. Foram realizadas 

avaliações in vitro (eficácia contra promastigotas e amastigotas, além de citotoxidade em 

macrófagos murinos) e in vivo (evolução clínica e parasitológica da LC em camundongos e 

hamsters) contra Leishmania (Leishmania) amazonensis e L. (Viannia) guyanensis. A 

concentração inibitória 50 (CI50) dos análogos fluorados contra promastigotas de L. (L.) 

amazonensis após 24 horas (h) de tratamento foi de 71,66 e 49,50 nM/mL para o 5A2F e o 

5A6F, respectivamente, enquanto para o controle positivo (C+) foi de 47,94 nM/mL. A CI50 

para L. (V.) guyanensis após 24 h foi de 17,53, 45,17 e 41,03 nM/mL para o C+, o 5A2F e o 

5A6F, respectivamente, evidenciando a maior sensibilidade dessa espécie aos diamidínicos. A 

eficácia contra amastigotas, medida a partir da taxa de infecção de macrófagos (MØ), de L. 

(L.) amazonensis após 48 h de exposição a 50 nM/mL foi maior que 70% para C+ e 5A2F, 

enquanto contra L. (V.) guyanensis, nas mesmas condições e período de exposição, foi 

superior a 90%. Não houve diferença significativa entre a evolução de LC em camundongos 

infectados com L. (L.) amazonensis tratados com diamidínicos e o controle negativo (C-), 

enquanto em camundongos infectados com L. (V.) guyanensis foi observada cura clínica em 

todos os tratamentos, embora não tenha sido observada cura parasitológica. As NIB 

apresentaram tamanho de 76,53 nm e um potencial ζ de 19,63 mV para NIB-Nb, e 19,22 nm e 

potencial ζ de 22,57 mV para NIB-Ta, após a síntese. O NIB-Ta apresentou eficácia contra 

promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis, enquanto as NIB-Nb estimularam 

a replicação de L. (L.) amazonensis, superando o número de parasitos do controle negativo na 

maioria das concentrações testadas. A eficácia das NIB contra amastigotas foi melhor que a 

observada para C+ em todos os tratamentos após 48 horas de exposição, especialmente sobre 

L. (V.) guyanensis, mantendo eficácia superior a 90% em tratamentos com 6,00 μM/mL. A 

evolução da LC em hamsters infectados com L. (L.) amazonensis e por L. (V.) guyanensis não 

foi satisfatória após o tratamento com as NIB, uma vez que apresentaram propriedades 

inflamatórias no tecido afetado, o que potencializou o aumento e a gravidade das lesões. Foi 

demonstrado durante o estudo que animais não infectados também apresentavam dano local e 

inflamação após administrações consecutivas das NIB, fato que explica a ineficácia e que 

pode fomentar o interesse em estudos futuros. Os resultados com os análogos de diamidínicos 

foram mais expressivos nos tratamentos experimentais, mas os resultados das NIB in vitro 

sugere que esses materiais ainda podem ser explorados em futuros estudos contra LC. 

 

Palavras-chave: Leishmania; Leishmaniose; nanotecnologia; análogos; nióbio; tântalo, flúor. 



x 
 

ABSTRACT 

 

In view of the need to explore new treatment options for Cutaneous Leishmaniasis (LC), we 

evaluated the efficacy of fluorinated analogues of pentamidine [1,5-bis (4-amidinophenoxy) -

3,3-difluoropentane-5A6F; and 1,5-bis (4-amidinophenoxy) -2,2,3,3,4,4-hexafluoropentane-

5A6F], a drug used in the treatment of LTA, besides synthesizing, characterizing and 

evaluating the efficacy of bioactive inorganic nanomaterials ( NIB) of niobium oxides (Nb) 

and tantalum (Ta) oxides, nanoformulations with therapeutic properties still unknown. Were 

performed in vitro evaluations (efficacy against promastigotes and amastigotes, and 

cytotoxicity in murine macrophages) and in vivo (clinical and parasitological evolution of LC 

in mice and hamsters) evaluations against Leishmania (Leishmania) amazonensis e L. 

(Viannia) guyanensis. Inhibitory concentration 50 (IC50) of fluorinated analogues against L. 

(L.) amazonensis promastigotes after 24 hours (h) of treatment was 71.66 and 49.50 nM/mL 

for 5A2F and 5A6F, respectively, while the positive control (C+) was 47.94 nM/mL. The IC50 

for L. (V.) guyanensis after 24 h was 17.53, 45.17 and 41.03 nM/mL for C+, 5A2F and 5A6F, 

respectively, evidencing the higher sensitivity of this species to the diamidines. The efficacy 

against amastigotes, measured from the infection rate of macrophages (MØ), of L. (L.) 

amazonensis after 48 h exposure to 50 nM/mL was greater than 70% for C+ and 5A2F, while 

against L. (V.) guyanensis, under the same conditions and exposure period, was higher than 

90%. There was no significant difference between the evolution of LC in mice infected with 

L. (L.) amazonensis treated with diamidines and negative control (C-), while in infected mice 

with L. (V.) guyanensis was observed clinical cure in all treatments, although no 

parasitological cure was observed. The NIB presented size of 76.53 nm and a ζ potential of 

19.63 mV for NIB-Nb, and 19.22 nm and potential ζ of 22.57 mV for NIB-Ta, after the 

synthesis. The NIB-Ta showed efficacy against promastigotes of L. (L.) amazonensis and L. 

(V.) guyanensis, whereas NIB-Nb stimulated the replication of L. (L.) amazonensis, 

surpassing the parasite number of negative control in the majority of concentrations tested. 

The effectiveness of NIB against amastigotes was better than those observed for C+ in all 

treatments after 48 hours of exposure, especially the effect on L. (V.) guyanensis, maintaining 

efficacy higher than 90% in treatments with 6.00 μM/mL. The evolution of LC in hamsters 

infected with L. (L.) amazonensis and by L. (V.) guyanensis was not satisfactory after 

treatment using NIB, since they presented inflammatory properties in the affected tissue, 

which increased the increase and severity of the lesions. It was demonstrated during the study 

that uninfected animals also presented local damage and inflammation after consecutive NIB 

administrations, a fact that explains the inefficacy and that may encourage future studies. The 

results with the diamidine analogs were more expressive in the experimental treatments, but 

the in vitro NIB results can still be explored in future studies against LC. 

 

Key words: Leishmania; Leishmaniasis; nanotechnology; NP; analogues; niobium; tantalum, 

fluorine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Endêmica em 98 países (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017), 

sendo 18 deles na América Latina (OPAS/OMS, 2016), a Leishmaniose Tegumentar (LT) é 

uma zoonose, não contagiosa, causada por protozoários parasitos intracelulares do gênero 

Leishmania e que apresenta diversas formas de manifestação no homem, dependendo da 

espécie do parasito e, consequentemente, da resposta imunológica do hospedeiro (ROBERTS; 

HANDMAN; FOOTE, 2000; GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

A transmissão da LT acontece durante o repasto sanguíneo realizado por fêmeas de 

várias espécies de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae), dos gêneros Lutzomyia e 

Psychodopygus, em hospedeiros vertebrados (ARIAS; NAIFF, 1981; DUTHIE et al., 2012). 

Os humanos entram no ciclo desses parasitos de maneira acidental, mas existem pelo menos 

23 espécies de Leishmania que já foram associadas à infecção humana. Nos continentes 

americanos a LT é identificada como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), onde 

destacam-se as espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) 

lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e Leishmania (Leishmania) 

amazonensis (SILVEIRA et al., 2002; BRASIL, 2017a), como as principais envolvidas nessa 

parasitose. Essa diversidade de agentes, aliado a de reservatórios e vetores, proporcionam 

condições favoráveis para o desenvolvimento de novos casos de LTA. 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que existam 15 milhões de pessoas 

infectadas no Mundo e aproximadamente 1,5 milhão de novos casos a cada ano, em uma área 

de risco que engloba mais de 350 milhões de pessoas (PAN AMERICAN HEALTH 

ORGANIZATION, 2017). Nas Américas, entre 2001 e 2014, foi registrada média de casos 

anual de 56.898, onde o Brasil é o país que concentra maior número de casos (39,96%) 

[OPAS/OMS, 2016], com destaque para as regiões Norte e Nordeste, que apresentaram as 

maiores incidências nos últimos anos (2000 – 2015) [BRASIL, 2017b]. 

A LTA é classificada clinicamente em quatro formas: cutânea (LC), mucocutânea 

(LM), cutânea difusa (LD) e cutânea disseminada (LCD), apresentando uma grande 

diversidade nas formas e gravidade das lesões na pele e mucosas (SILVEIRA; LAINSON; 

CORBETT, 2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; BRASIL, 2017a; PAN 
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AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017). Em comum entre elas está o estigma 

social que as lesões podem provocar, principalmente quando leva a desfigurações, assim 

como as drogas disponíveis para o tratamento, que a mais de nove décadas consiste em 

preparações a base de antimônio pentavalente (RATH et al., 2003; CROFT; BARRETT; 

URBINA, 2005; CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010).  

O tratamento da leishmaniose cutânea e mucosa é realizado utilizando antimoniato 

de N-metil glucamina ou estibogluconato de sódio, duas formulações diferentes do antimônio 

pentavalente. Além dessas opções, drogas como isetionato de pentamidina, anfotericina B, 

anfotericina B lipossomal e miltefosina, constituem opções terapêuticas aos casos de baixa 

eficiência dos tratamentos com antimoniais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; 

PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017). Os antimoniais apresentam eficácia 

limitada contra algumas espécies de Leishmania, como a L. (V.) guyanensis 

(CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010; CAMARA COELHO et al., 2011), sendo substituída, 

na região amazônica, pelo isetionato de pentamidina (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010; 

CAMARA COELHO et al., 2011; NEVES et al., 2011), mas em comum entre os tratamentos 

estão os efeitos colaterais, abandono de tratamento e o alto custo para o Estado. 

A ineficiência do tratamento em alguns casos e a falta de novas opções de drogas é 

um cenário ameaçador diante da reemergência de algumas doenças infecciosas e o 

desenvolvimento de resistência por alguns parasitos com espectro terapêutico menor, 

limitando ainda mais o aparato farmacológico disponível (OUELLETTE; 

DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004; AMATO et al., 2007; DUTHIE et al., 2012). 

Como resultado disso, políticas para desenvolvimento de novas drogas e/ou tratamentos estão 

sendo amplamente promovidas principalmente utilizando terapias combinadas, extratos 

vegetais, análogos de drogas já conhecidas e micro e/ou nanossistemas de partículas 

(PIMENTEL et al., 2007; SANTOS et al., 2008; SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 

2010; MACIEJEWSKA et al., 2012; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). 

O conhecimento atual sobre mecanismos de ação de substâncias utilizadas no 

tratamento da LTA possibilita a pesquisa de novos produtos com uma margem de erro menor 

(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010), sendo muito interessante as abordagens que 

envolvem análogos e aquelas onde são utilizados nanocápsulas ou nanopartículas, a primeira 

pelo conhecimento prévio sobre os efeitos da substância original, enquanto a segunda pela 
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possibilidade de controlar e direcionar a ação de princípios ativos com potencial terapêutico 

(efeitos no parasito e/ou hospedeiro conhecido). 

A produção de análogos é há muito tempo uma das principiais abordagens na 

pesquisa de novas drogas (BELL et al., 1990; LINDSAY et al., 1991; TYAGI et al., 2013), e 

a utilização da pentamidina, droga de comprovada eficiência no tratamento da LTA, mas que 

é desaconselhada em muitos casos pelos efeitos adversos (LAI A FAT et al., 2002; COELHO 

et al., 2008), é uma excelente candidata a ser modelo para produção de análogos. A simples 

adição de heteroátomos no ligante alifático da pentamidina já apresenta grande potencial de 

exploração na busca por melhores resultados para essa droga (MACIEJEWSKA et al., 2012), 

havendo inclusive relatos desse tipo de abordagem visando o tratamento das leishmanioses 

(BELL et al., 1990; TYAGI et al., 2013). A escolha dos átomos a serem incluídos na estrutura 

é muito importante e a literatura já vem descrevendo as vantagens de se utilizar o Flúor (F) 

como heteroátomo na produção de análogos, relacionando essa prática a melhora na atividade 

contra patógenos e a redução dos efeitos adversos nos mamíferos hospedeiros em tratamento 

(SWINSON, 2005; WANG et al., 2014), mas dados relacionados a esse tipo de prática e o 

tratamento de leishmanioses ainda são desconhecidos. 

Em contrapartida, há uma crescente na área de inovações farmacêuticas que utiliza a 

nanotecnologia como ferramenta para produzir novas drogas ou, ainda, possibilitar a 

utilização de drogas pré-existentes em menores concentrações e com maior eficiência 

terapêutica. A possibilidade de controle na liberação e de direcionamento dos fármacos faz 

com que a nanotecnologia seja encarada como o futuro no desenvolvimento de tratamentos 

(SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010; BHARDWAJ; SAUDAGAR; DUBEY, 

2012; SINGH et al., 2012). Esse tipo de tecnologia esta sendo utilizada principalmente por 

possibilitar a utilização de produtos que antes desse avanço não teriam como ser aplicados na 

terapêutica de nenhuma patologia, ou pela toxidade ou pela sua inatividade em sistemas 

fisiológicos. 

O sucesso visto no tratamento experimental da Malária e da Leishmaniose Cutânea 

utilizando nanossistemas já é descrito na literatura (PIMENTEL et al., 2007; SANTOS-

MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010; BHARDWAJ; SAUDAGAR; DUBEY, 2012; 

FRANCO et al., 2016). Isso mostra o quanto o desenvolvimento desse tipo de produto pode 

ser benéfico e vantajoso contra espécies diversas de Leishmania, assim como para outras 

parasitoses. A atividade de nanopartículas metálicos sintetizados a partir de ouro, zinco, prata 



4 
 

e titânio já mostraram eficiência contra Leishmania, assim como o semimetal antimônio 

(ALLAHVERDIYEV et al., 2011; RAMEZANI; JEBALI; KAZEMI, 2012; JEBALI; 

KAZEMI, 2013; FRANCO et al., 2016) e a existência de muitos outros elementos químicos 

com potencial para esse fim é um atrativo a se considerar no desenvolvimento de novos 

produtos (CHELLAN; SADLER, 2015; SAGHIRI et al., 2016).  

Elementos como o Nióbio (Nb) e o Tântalo (Ta), os quais o Brasil tem grandes 

reservas, ainda são pouco explorados quanto ao potencial terapêutico que podem apresentar, 

havendo apenas trabalhos que evidenciam alguns efeitos celulares promovidos por eles 

(CHELLAN; SADLER, 2015; SAGHIRI et al., 2016), mas sem referências quanto a atividade 

deles sobre as leishmânias. 

Objetivando a produção de drogas mais eficazes, com menores efeitos colaterais e 

que possam ser aplicadas de alguma forma que estimule a conclusão dos tratamentos, a 

eficácia de análogos de drogas conhecidas e de nanopartículas de elementos diversos, 

produzidas visando a atividade sobre leishmânias, são fundamentais para sanar deficiências na 

terapêutica da LTA, além de possibilitar a comparação dos efeitos de produtos tão distintos no 

protozoário e, principalmente, no hospedeiro. 

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. A Leishmaniose 

 

2.1.1. Considerações gerais 

 

A leishmaniose é uma zoonose causada por protozoários parasitos intracelulares do 

gênero Leishmania e que apresentam diversas formas de manifestação no homem, 

dependendo da espécie do parasito e, consequentemente, da resposta imunológica do 

hospedeiro. A patologia tem evolução dependente da complexa relação parasito-hospedeiro, 

podendo assumir as formas clinicas visceral ou tegumentar (ROBERTS; HANDMAN; 
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FOOTE, 2000; GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2010; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

Nas Américas se destacam as manifestações tegumentares, denominada por 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), das quais há registros que datam entre 400 e 

900 d.C. onde são descritos em pinturas em cerâmicas as mutilações e desfigurações que 

podem estas relacionadas a manifestações mais graves dessa doença (LAINSON; SHAW, 

1987). O conhecimento do ciclo biológico dessa parasitose é fundamental para se entender 

quando o homem, que é um hospedeiro acidental, se torna vulnerável a essa infecção. 

 

 

2.1.2. O parasito 

 

Os protozoários responsáveis pela LTA pertencem a família Trypanosomatidae, 

especificamente ao gênero Leishmania, o qual é dividido em dois subgêneros, o Leishmania e 

o Viannia. São parasitos dimórficos, apresentando, basicamente, duas formas evolutivas que 

podem ser vistas em etapas diferentes do seu ciclo biológico, uma delas flagelada, identificada 

como promastigotas e visível no interior dos insetos hospedeiro/vetores, e uma aflagelada, 

identificada como amastigota e visível no interior de células parasitadas ou livre no 

hospedeiro após a lise dessas células (Figura 1). As promastigotas ainda são diferenciadas em 

procíclicas, aquelas que acabaram de se diferenciar das amastigotas, e metacíclicas, que 

seriam as formas infectantes desenvolvidas após replicação no intestino médio do inseto e 

migração para suas glândulas salivares (LAINSON; SHAW, 1979; BATES, 2007; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2010; BEATTIE; KAYE, 2011; CENTERS FOR DISEASE 

CONTROL AND PREVENTION., 2013) 
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Figura 1: Formas evolutivas dos protozoários do gênero Leishmania. A = Promastigotas; B= 

Amastigotas parasitando macrófagos. 

 

Fonte: Arquivo pessoal 

 

O seu ciclo biológico é heteroxênico, onde há um hospedeiro invertebrado, que 

também é o vetor, e um hospedeiro vertebrado. A transmissão dos parasitos ocorre durante o 

repasto sanguíneo realizado por fêmeas de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae), dos gêneros 

Lutzomyia e Psychodopygus, quando elas regurgitam as formas promastigotas no hospedeiro 

vertebrado e que se diferenciam nas formas amastigotas no interior de células do sistema 

monocítico-fagocitário (Figura 2) [ARIAS; NAIFF, 1981; BEATTIE; KAYE, 2011; DUTHIE 

et al., 2012; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION., 2013; PAN 

AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2010]. Existem, aproximadamente, 800 espécies de flebotomíneos identificados no mundo 

(RANGEL; LAINSON, 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010), dos quais cerca 

de 53 já foram associados a transmissão das leishmânias (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

Apesar do humano ser um hospedeiro acidental, considerando o ciclo natural da 

leishmaniose, que envolvem mamíferos de outras espécies, existe uma grande variedade de 

espécies de Leishmania que já foram associadas à infecção em seres humanos, pelo menos 23 

espécies, mas aquelas que se destacam por esta envolvida na maioria dos casos de LTA são: 

Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) 
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shawi, L. (V.) lindenbergi e Leishmania (Leishmania) amazonensis (SILVEIRA et al., 2002; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; PAN AMERICAN HEALTH 

ORGANIZATION, 2017). No Brasil, apesar de todas essas espécies serem encontradas, duas 

se destacam pela maior prevalência: L. (V.) guyanensis, na região Norte e Amazônia 

brasileira, e L. (V.) braziliensis, nas demais regiões do país (ARIAS; NAIFF, 1981; 

CAMARA COELHO et al., 2011; DAWIT; GIRMA; SIMENEW, 2013; BRASIL, 2017a). 

Na Amazônia, região que concentra o maior número de casos, a L. (V.) guyanensis é 

responsável por mais de 70% dos casos notificados de LTA (GRIMALDI et al., 1991; 

CAMARA COELHO et al., 2011). Vale destacar, que essa diversidade de agentes, 

reservatórios e vetores, proporcionam condições favoráveis para o desenvolvimento de novos 

casos de LTA. 

Apesar de apresentarem diferenças morfológicas mínimas, muitas vezes 

imperceptíveis a uma análise microscópica, as espécies apresentam diferenças genéticas que 

possibilitam que alguns deles estejam mais envolvidos em determinadas formas clínicas. 

Dentre as espécies mais prevalentes no Brasil, a L. (V.) braziliensis pode ser encontrada 

provocando as formas clínicas LC, LM e LD; a L. (V.) guyanensis geralmente esta associada a 

LC e LD; a L. (L.) amazonensis as formas LC, LM e LCD; a L. (V.) lainsoni, L. (V.) 

lindenbergi  e L. (V.) naiffi estão associados a manifestações do tipo LC (SILVEIRA et al., 

2008; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). 
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Fonte: CDC, adaptado. 
 

 

2.1.3. Manifestações clínicas da LTA 

 

A LTA pode apresentar uma variedade de manifestações clínicas, sendo 

caracterizada por uma diversidade de lesões na pele e mucosas de gravidade variável, desde 

pequenas lesões autorresolutivas até grandes lesões com comprometimento tecidual extensivo 

e potencial desfigurantes. O número, forma e profundidade das lesões, apresenta relação com 

a espécie do parasito, que variam em virulência, e a resposta imune do hospedeiro a infecção 

(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004; SANTOS et al., 2008; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010). Segundo a OMS, a LTA pode apresentar quatro manifestações 

distintas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010): 

Figura 2: Ciclo de transmissão da Leishmania. 
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 Leshmaniose cutânea (LC): Podem ser provocadas por diversas espécies do gênero 

Leishmania, subgêneros Leishmania e Viannia, caracterizada inicialmente como uma 

mácula seguida por uma pápula, que ulcera e se expande para uma lesão típica de 

cratera redonda-oval ou como uma lesão nodular (Figura 3A). Geralmente ocorre no 

local da inoculação, mas pode ser encontrado em qualquer parte do corpo; 

 Leshmaniose mucocutânea (LM): Provocada principalmente por espécies do 

subgênero Viannia, iniciam-se de forma semelhante à descrita para a LC, mas sofre 

metástases a partir do sistema linfático ou hematológico, o que expande as lesões até a 

mucosa da boca e trato respiratório superior (Figura 3B). São fatores de risco, além da 

espécie envolvida na infecção e condições fisiológicas do hospedeiro, o sitio inicial da 

lesão, lesões múltiplas e/ou extensas e retardo na cura de lesões primárias. 

 Leshmaniose cutânea difusa (LD): Relacionada geralmente as espécies L. (L.) 

mexicana e L. (L.) amazonensis, do subgênero Leishmania, ou a casos de 

imunodepressão. Caracterizada por máculas cutâneas amplamente disseminadas, 

pápulas, nódulos ou placas, ou por infiltração difusa da pele, especialmente nas 

superfícies extensoras dos membros e na face, onde há espessamento das sobrancelhas 

e dos lóbulos (Figura 3C). Não há lesões mucosas, mas também não cura 

espontaneamente, além de serem comuns recaídas após o tratamento. 

 Leishmaniose cutânea disseminada (LCD): Relacionada geralmente as espécies L. (V.) 

braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis, 

caracterizado por numerosas e extensas lesões ulceradas, com ou sem envolvimento da 

mucosa (Figura 3D). 
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Figura 3: Formas clínicas da LTA. A – Cutânea; B – Mucocutânea; C – Cutânea-Difusa; D – 

Cutânea-Disseminada. 

  

 

Fontes: fig A – AFPMB, 2005
1
, ispub

2
; fig B – Soto

1
, Convit et al., 2004

2
; fig C – Hooja et al., 2014

1
, Vandana  

et al., 2009
2
; fig D – Sousa et al., 2006. 

 

 

2.2. Epidemiologia da LTA 

 

A OMS estima que existam 15 milhões de pessoas infectadas no Mundo e 

aproximadamente 1,5 milhões de novos casos a cada ano, em uma área de risco que engloba 

mais de 350 milhões de pessoas, além de ser considerada endêmica de 98 países (Figura 4) 

[PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017]. Segundo a Organização 

Panamericana de Saúde (OPAS), a média de casos de LTA nas Américas entre 2001 e 2014 

foi de 56.898 casos por ano, sendo notificado no boletim epidemiológico mais atual (2014) o 

registro de 51.098 novos casos de leishmaniose cutânea e mucosa nas Américas. O Brasil é o 

país americano que concentrou o maior número de casos (39,96%) [OPAS/OMS, 2016], 

destacando-se as regiões Norte e Nordeste com as maiores incidências nos últimos anos (2000 

– 2015), apesar de haver registro de casos em todas as regiões (Tabela 1). Considerando os 
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casos registrados entre 2000 e 2015, o Brasil apresentou média de casos por ano de 24.088 e a 

região norte 9.756, destacando-se com a maior média nacional em todos os anos a partir de 

2000, com exceção de 2010 quando a região Nordeste apresentou a maior incidência 

(BRASIL, 2017b). 

Nos últimos anos ocorreu uma redução no número de casos registrados, chegando a 

pouco mais de 19.000 casos em 2015 (BRASIL, 2017b), mas em virtude das características 

epidemiológicas da LTA, há a necessidade de desenvolver estratégias de controle flexíveis, 

distintas e adequadas a cada região ou foco em particular, uma vez que é constante a invasão 

de novas áreas de mata pelo homem, o que os expõe a fatores de risco elevados para a 

aquisição dessa doença, como a maior presença de mamíferos reservatórios, maior 

diversidade de parasitos e de vetores competentes (CAMARGO-NEVES et al., 2002; 

REITHINGER et al., 2007). 

 

Figura 4: Distribuição de casos de Leishmaniose no mundo em 2013. 

 

Fonte: WHO, 2015 (traduzido). 
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Tabela 1: Número de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana por região do Brasil de 

2010 a 2015. 

 

Regiões 2010 2011 2012 2013 2014 2015 
Média 

anual 

Centro-

Oeste 3.163 2.274 3.118 2.922 3.038 2.937 2.909 

Nordeste 8.911 7.952 8.279 5.355 4.969 5.152 6.770 

Norte 7.108 8.615 10.196 8.407 10.387 8.939 8.942 

Sudeste 2.428 2.179 1.388 1.150 1.460 1.762 1.728 

Sul 253 317 439 296 373 493 362 

BRASIL 21.981 21.395 23.547 18.226 20.296 19.395 20.807 

 

Fonte: BRASIL, 2017b. 

 

 

O controle dessa parasitose por combate aos vetores é prejudicado principalmente 

pela dificuldade de acesso às áreas de vegetação onde se concentram (FELICIANGELI, 

2004). Além disso, a manutenção dos casos também esta relacionada aos fatores ligados ao 

processo desordenado de ocupação urbana e a adaptação dos flebótomos às condições 

peridomésticas, onde os vetores encontram ambientes propícios ao seu desenvolvimento e os 

animais domésticos atuam como reservatórios para os parasitos, aumentando assim o caráter 

antropofílico dessa doença (CAMARGO-NEVES; KATZ, 1999; CAMARGO-NEVES et al., 

2002; REITHINGER et al., 2007). Logo, o controle da LTA se concentra na orientação 

quanto aos cuidados a serem tomados em áreas de risco de infecção e na identificação e 

tratamento precoce dos casos, visto que a evolução dos casos traz grandes problemas sociais e 

aumentam as chances de infecções secundárias graves (REITHINGER et al., 2007). 
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2.3. Tratamentos convencionais da LTA 

 

2.3.1. Considerações gerais 

 

A terapêutica contra a LTA é muito limitada, baseando-se a mais de nove décadas 

em preparações a base de antimônio pentavalente (RATH et al., 2003; CROFT; BARRETT; 

URBINA, 2005; CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). Atualmente as principais abordagens 

para o tratamento da leishmaniose cutânea e mucosa utilizam o antimoniato de N-

metilglucamina e o estibogluconato de sódio, duas formulações diferentes do antimônio 

pentavalente. Drogas como isetionato de pentamidina, anfotericina B, anfotericina B 

lipossomal e miltefosina, constituem opções terapêuticas aos casos de baixa eficiência dos 

tratamentos com antimoniais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; PAN 

AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017). O tratamento recomendado no Brasil para 

a LTA é baseado na aplicação do antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime
®
), mas esse 

apresenta alta toxicidade, efeitos colaterais e eficácia limitada no tratamento de alguns casos, 

o que ocasiona a elevação dos custos na terapia dessa patologia (MOREIRA; GUERRA; 

PETRILLO-PEIXOTO, 1992; RATH et al., 2003; CROFT; BARRETT; URBINA, 2005; 

BRASIL, 2017a). 

A escolha da droga a ser utilizada no tratamento das diversas formas de LTA deve 

levar em consideração as vantagens e desvantagens da aplicação de cada uma delas, visto que 

a toxidade apresentada por algumas pode levar a piora no quadro clínico do paciente ou o 

surgimento de novos problemas (Tabela 2). O Ministério da Saúde do Brasil reformulou o 

protocolo de tratamento em 2017, como descrito no Manual de Vigilância da Leishmaniose 

Tegumentar (BRASIL, 2017a), onde o tratamento sugerido é baseado na espécie infectante e 

na forma clínica, visto os relatos da literatura sobre as diferenças de sensibilidade e eficácia 

terapêutica dependendo da espécie e forma clínica. 
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Tabela 2: Drogas sistêmicas utilizadas no tratamento de Leishmaniose tegumentar nas Américas
1;2

. 

Droga Fórmula Esquema terapêutico Vantagens** Desvantagens** 

Antimônio 

Pentavalente 

 
10 a 20 mg/kg/dia 

(depende da forma 

clínica) 

Mínimo: 20 dias de 

tratamento* 

Eficácia comprovada na 

terapêutica; Facilidade 

de acesso ao 

tratamento. 

Resistência de espécies, alta 

incidência de efeitos colaterais, 

e tratamento longo e doloroso. 

Isetionato de 

Pentamidina 

 

 

3 a 4 mg/kg/dia, em dias 

alternados 

3 a 10 doses* 

Acentuada atividade 

como terapia de 

substituição aos 

antimoniais; menor 

tempo de tratamento. 

Alto custo; toxicidade por 

indução de diabetes mellitus 

insulino-dependente 

irreversível; variedade de 

efeitos adversos. 

Anfotericina B 

 

Convencional: 0,7 - 1 

mg/kg/dia consecutilvos ou 

alternados, não 

ultrapassando 50 mg/dia* 

25 a 45 doses* 

 

Lipossomal: 2 - 5 mg/kg/dia 

consecultivo ou alternados*  

Até dose total de 25 a 

40mg/kg 

Ótima atividade como 

terapia de substituição 

aos antimoniais; menor 

tempo de tratamento. 

Alto custo; alta toxidade; 

variedade de efeitos adversos; 

necessidade de internação. 

Fonte: (1) = WHO, 2010; (2) = BRASIL, 2017; LC = Leishmaniose cutânea; LM = Leishmaniose mucocutânea; LV = Leishmaniose visceral; (*) a quantidade utilizada por 

aplicação e o período de aplicação depende da forma clínica e/ou espécie de Leishmania envolvida; (**) DNDi, 2016; REITHINGER, 2007; WHO, 2010.
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2.3.2. Principais características e efeitos adverso 

 

Os antimoniais apresentam efeitos colaterais como mialgia, rigidez articular, dor 

abdominal, anorexia, alterações eletrocardiográficas e bradicardia, sendo descrito nos casos 

mais graves, sintomas relacionados à hepatotoxidade, pancreatite, anemia hemolítica, 

nefrotoxidade e anafilaxia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; KEVRIC; 

CAPPEL; KEELING, 2015). Essa série de efeitos colaterais, aliado a necessidade de 

aplicações diárias por longos intervalos, favorece o abandono do tratamento, o que contribui 

na seleção de cepas resistentes (CAMARA COELHO et al., 2011).  

A pentamidina apresenta a vantagem de ter um número menor de aplicações, mas 

apresenta custo maior, alta toxicidade e a possibilidade de indução de diabetes mellitus 

(OUELLETTE; DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010), sendo associado a sua administração, ainda, efeitos colaterais 

como dor no local da injeção, gosto metálico na boca, cefaleia, congestão, dispneia, febre, 

transpiração e fadiga, além de haver a necessidade de monitoramento dos pacientes quanto à 

hipotensão arterial e hipoglicemia (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; KIM et al., 2016). 

A anfotericina B é aplicada, originalmente, no tratamento de infecções fúngicas 

sistêmicas (LANIADO-LABORÍN; CABRALES-VARGAS, 2009), mas que se mostrou uma 

alternativa boa no tratamento da LTA em casos de ineficácia de outras drogas (GOTO; 

LINDOSO, 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; CUNHA et al., 2015). Além 

do custo elevado, o seu uso é associado uma alta toxidade, podendo ter manifestações agudas 

com náuseas, vómitos, rigidez, febre, hipertensão ou hipotensão, e hipóxia, podendo ainda ter 

manifestações nefrotóxicas crônicas (LANIADO-LABORÍN; CABRALES-VARGAS, 2009; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010), apresentando uma menor toxidade as 

formulações lipossomais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; CUNHA et al., 

2015). 

A miltefosina é um anticancerígeno, em sua origem de aplicação, que se mostrou 

eficiente no tratamento oral da LC provocada pelas espécies L. mexicana, L. guyanensise, L. 

panamensis e de LCD, apenas na Bolívia. Os efeitos adversos relacionados a sua 

administração envolvem, principalmente o sistema digestório, o que pode provocar anorexia, 
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náusea, vômito e diarreia, sendo também considerado um teratógeno potencial (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2010; COELHO, 2016). 

Variações quanto a eficácia contra algumas espécies, assim como aos próprios 

efeitos adversos que possam surgir em decorrência do uso dos medicamentos, são 

consequências diretas dos mecanismos de ação da droga administrada e de como o organismo 

interage com esses medicamentos. Conhecer os mecanismos de ação sobre os parasitos, assim 

como as consequências que determinada droga pode ocasionar no hospedeiro são 

fundamentais na hora de definir quais as metodologias melhores e mais seguras para o 

enfermo. 

 

 

2.3.3. Mecanismos de ação 

 

Os mecanismos de ação das drogas utilizadas no tratamento da LTA ainda 

apresentam lacunas no entendimento, sendo descrito para os antimoniais uma ação inibitória 

enzimática que alteraria o metabolismo parasitário, destacando-se a sugestão da necessidade 

de redução biológica do antimônio pentavalente (Sb
+5

), que seria um pró-fármaco, para o 

antimônio trivalente (Sb
+3

), atuando a partir dai na inibição de oxidação de ácidos graxos e 

glicólise do parasito, diminuindo a produção de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina 

trifosfato (GTP), além de ser descrito atividade estimulatória de apoptose em amastigotas 

(OUELLETTE; DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004; CHAKRAVARTY; 

SUNDAR, 2010). 

A ação da pentamidina esta relacionado à interferência dessa droga na síntese de 

DNA pelo parasito, inclusive com comprometimento do cinetoplasto e mitocôndrias 

(OUELLETTE; DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004; SINGH; SIVAKUMAR, 

2004; GOTO; LINDOSO, 2010). Também é relacionado a inibição na produção das 

poliaminas e alteração no potencial de membrana de mitocôndrias (CHAKRAVARTY; 

SUNDAR, 2010), o que em conjunto alteram todas as funções relacionadas a transcrição e 

replicação do DNA, principalmente os extranucleares. 
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A anfotericina B interage, preferencialmente, com o ergosterol nas membranas 

desses protozoários, formando agregados que criam canais transmembranares que alteram a 

permeabilidade na membrana e, consequentemente, levam a morte celular (OUELLETTE; 

DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004; SINGH; SIVAKUMAR, 2004; LANIADO-

LABORÍN; CABRALES-VARGAS, 2009), podendo reagir de forma cruzada com colesterol 

de células humanas, o que pode ocasionar efeitos indesejados ao paciente (LANIADO-

LABORÍN; CABRALES-VARGAS, 2009). 

A miltefosina age na membrana celular do parasito, alterando a sua composição 

lipídica e, consequente, a permeabilidade e fluidez através da membrana, o que induz a morte 

celular por apoptose (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004; 

CHOUDHURY et al., 2008; COSTA FILHO; LUCAS; SAMPAIO, 2008), além de interferir 

no potencial da membrana mitocondrial e na atividade da enzima citocromo-c oxidase, 

importante no processo de respiração celular (COELHO, 2016). 

 

 

2.4. Resistência aos tratamentos convencionais 

 

2.4.1. Mecanismos de resistência 

 

A literatura já descreve casos de resistência de espécies de Leishmania as drogas 

sugeridas pela OMS (2017). Essa resistência a droga ocorre, principalmente, em decorrência 

da seleção de cepas resistentes após falha terapêutica, escolha errada do fármaco, ou 

abandono de tratamento.  

A resistência aos antimoniais é associada geralmente ao aumento na capacidade de 

produção de tióis por linhagens resistentes. Os tióis, como a glutationa e a tripanotiona, são 

capazes de se conjugar com o metal que é o princípio ativo da droga, proporcionando a sua 

excreção da célula, após a formação de um conjugado, por meio de sistemas naturais de 

efluxo localizados nas membranas plasmáticas (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; 

PAPADOPOULOU, 2004; CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). 
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A resistência a pentamidina também é associada ao seu efluxo da célula, sendo 

descrito como um mecanismo semelhante ao visto para resistência aos antimoniais, mas 

detalhes quanto as substâncias envolvidas e os processos relacionados ainda não são bem 

descritos (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004; COELHO et al., 

2007). Mas foi observado que clones de espécies diferentes Leishmania, caracterizados como 

resistente a pentamidina apresentaram uma absorção da droga até 75 vezes menor do que as 

linhagens sensíveis das mesmas espécies, em testes realizados com promastigotas cultivadas, 

o que foi relacionado a um menor acúmulo da droga nas mitocôndrias e, consequente, um 

mais eficiente efluxo da célula (BASSELIN et al., 2002; CHAKRAVARTY; SUNDAR, 

2010). 

A resistência a anfotericina B é associada principalmente a presença nos protozoários 

de ergosterol modificado, o que reduz a eficiência da ligação da droga ao seu sítio alvo 

(OUELLETTE; DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004), mas a apresentação de mais 

tióis, maior taxa de efluxo e modificação na fluidez da membrana plasmática também já 

foram envolvidas em casos de resistência de Leishmania (PURKAIT et al., 2012).  

A miltefozina tem casos de resistência associadas à baixa absorção da droga, 

diferença na permeabilidade da membrana plasmática, metabolismo mais acelerado e 

atividade maior de bombas de efluxo (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; 

PAPADOPOULOU, 2004; COELHO, 2016). 

A pressão seletiva produzida pelo uso inadequados das drogas, ou mesmo por 

protocolos de tratamento incompatíveis com a espécie causadora das lesões, pode levar a 

emergência de novos casos de resistência (GARCÍA-HERNÁNDEZ et al., 2012). Vale 

destacar também que a grande variedade de espécies envolvidas nessa parasitose e a grande 

diversidade de vetores e hospedeiros susceptíveis podem contribuir também com a seleção de 

cepas mais resistentes. 
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2.4.2. Resistência ao tratamento para LTA 

 

A ineficiência do tratamento com o Glucantime
®
, no Brasil, é associada 

principalmente aos casos de indivíduos infectados com L. (V.) guyanensis, o qual já vem 

apresentando resistência aos antimoniais. Esse cenário de baixa sensibilidade ao tratamento 

com antimoniais é mais comum principalmente na região amazônica, onde essa espécie 

apresenta maior importância epidemiológica, por ser a mais prevalente em casos de LTA na 

região (ROMERO et al., 2001; CAMARA COELHO et al., 2011; DNDI, 2016). Vale 

destacar, ainda, que a cura clínica aparente das infecções, dada pela cicatrização das lesões, 

não é “real”, uma vez que os parasitos ainda podem ser encontrados no hospedeiro, desta 

forma, a ocorrência de parasitos viáveis na cicatriz leva a discussão quanto a ausência de cura 

parasitológica (SCHUBACH et al., 1998b, 1998a; MENDONÇA et al., 2004). 

Na região amazônica é utilizado, geralmente, o isetionato de pentamidina 

(Pentacarinat
®
) em casos de resposta insatisfatória ao tratamento com o antimonial (BRASIL, 

2017b), apesar de já haver relatos de resistência a pentamidina no Brasil (COELHO et al., 

2008), o que chama a atenção para os protocolos de tratamento que vem sendo utilizados, 

assim como a possibilidade de reemergência de doenças parasitarias com perfis de 

susceptibilidade reduzidos 

A ineficiência do tratamento cada vez mais constante, a falta de novas opções de 

drogas e a possibilidade da reemergência de algumas doenças infecciosas, cria um cenário 

susceptível ao surgimento e seleção de parasitos com espectro terapêutico ainda menor, 

limitando o já escasso aparato farmacológico atual (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; 

PAPADOPOULOU, 2004; AMATO et al., 2007; DUTHIE et al., 2012). Como resultado 

disso, políticas para desenvolvimento de novas drogas ou formulações mais adequadas contra 

os parasitos estão sendo amplamente pesquisadas e incentivadas, utilizando extratos vegetais, 

análogos de drogas já conhecidas e micro e nanossistemas de partículas, como formas de se 

apontar possibilidade terapêuticas para as áreas mais deficientes (PIMENTEL et al., 2007; 

SANTOS et al., 2008; SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010; MACIEJEWSKA et al., 2012; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 

2015). 
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A partir de inovações farmacêuticas como essas, a ciência tenta produzir novas 

opções de tratamento, que sejam eficientes e que superem obstáculos como a alta toxidade 

apresentada por algumas substâncias com potencial terapêutico.  

 

 

2.5. Desenvolvimento de novos fármacos 

 

O desenvolvimento de novos fármacos geralmente parte de um conhecimento prévio, 

que envolve informações químicas sobre a substância pesquisada e sobre um alvo molecular 

no organismo de interesse, além de informações sobre a fisiopatologia (GUIDO; 

ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). Logo, a produção de análogos oferecem vantagens 

significativas, visto que já se conhece o grupo químico que será pesquisado, assim como seus 

possíveis efeitos e limitações (BELL et al., 1990; LINDSAY et al., 1991), assim como a 

utilização de nanossistemas, podem possibilitar uma ação mais controlada e precisa de alguma 

substância (BHARDWAJ; SAUDAGAR; DUBEY, 2012; SINGH et al., 2012), já que 

prováveis mecanismos de resposta dos patógenos já são conhecidos. 

A grande questão na produção de análogos é qual o grupo de substâncias é ideal para 

se começar os estudos, assim como para os nanossistemas quais são os elementos, substâncias 

ou moléculas ideais para se atingir o alvo desejado. 

 

 

2.5.1. Pentamidina e seus análogos 

 

Dentre as opções de drogas conhecidas e que apresentam potencial terapêutico para o 

tratamento da LTA e para a produção de análogos, a pentamidina se destaca como um modelo 

muito atrativo, uma vez que as principais limitações a sua aplicação estão relacionadas a sua 

alta toxidade (LAI A FAT et al., 2002; COELHO et al., 2008), mas que podem ser sanadas 
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realizando as modificações corretas na sua estrutura (MACIEJEWSKA et al., 2012; WANG 

et al., 2014). 

A pentamidina (CAS 100-33-4) é uma diamidina aromática utilizada em formulações 

salinas com o ácido isetiônico (diisetionato) e o ácido metanossulfônico (dimesilato) para o 

tratamento de parasitoses (KIM et al., 2016). A síntese desse composto geralmente é realizada 

a partir de bis-nitrilos, por metodologia de conversão de nitrilos em amidinas, descrito pela 

primeira vez por Pinner e Klein (1877), e posteriores reações com as amidinas (SOEIRO et 

al., 2013). Compostos aromáticos de bis-amidina exibem uma vasta gama de atividades contra 

vários patógenos, mas apenas a 1,5-bis(4-amidinofenoxi)pentano, chamada apenas de 

pentamidina (Figura 5.A) [STEPHENS et al., 2001], tem sido usada clinicamente, sendo 

inicialmente administrada para o tratamento de pneumonias por protozoários do gênero 

Pneumocystis (RUSSELL, 1959; MARSHALL; WESTON; BODIAN, 1964) e, atualmente, 

recomendada também para tratamentos contra a Toxoplasmose e Tripanossomíases (KIM et 

al., 2016). 

O Centro de Controle de Doenças (CDC) sugere a utilização do isetionato de 

pentamidina para o tratamento da LTA nos casos de resistência as outras drogas (CENTERS 

FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION., 2013). O tratamento pelos antimoniais 

pentavalentes, droga de primeira escolha recomendada pela OMS, apresentam ineficácia em 

alguns casos, sendo o isetionato de pentamidina uma das opções para segunda escolha, se 

destacando em relação a anfotericina B pelo menor custo (CAMARA COELHO et al., 2011; 

NEVES et al., 2011). Na região amazônica, como destacada anteriormente, a espécie de 

Leishmania mais prevalente é a L. guyanensis, a qual tem uma resposta melhor ao tratamento 

com pentamidina, sendo proposto por alguns autores como a primeira escolha terapêutica 

(CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010; CAMARA COELHO et al., 2011). 

A elevada eficiência da pentamidina contra as formas promastigotas e amastigota da 

Leishmania está associada a uma elevada toxicidade e baixa biodisponibilidade no organismo 

em tratamento, o que acaba atrapalhando a sua aplicação em alguns casos (LAI A FAT et al., 

2002; COELHO et al., 2008). Seus pontos negativos reforçam a necessidade da pesquisa de 

análogos ou derivados que proporcionem a manutenção da sua atividade leishmanicida, mas 

que tenham eficiência maior e toxidade menor do que as observadas na utilização da 

pentamidina. 
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A maior parte das abordagens para a descoberta de novos medicamentos se 

concentram no desenvolvimento de novos ligantes que possam ser associados a estruturas 

com potencial efeito terapêutico (LINDSAY et al., 1991). O desenvolvimento de análogos de 

pentamidina com diferentes heteroátomos (p.e.: O, N e S) [Figura 5.B] no ligante alifático 

ainda é um campo bom a ser explorado e que apresenta grande potencial de sucesso 

(MACIEJEWSKA et al., 2012), sendo descrito na literatura a obtenção e aplicação desses 

compostos contra leishmânias (BELL et al., 1990; TYAGI et al., 2013). 

 

Figura 5: Pentamidina (A) e possíveis modificações para produção de análogos (B) 

 

Fonte: Maciejewska et al. (2012), adaptado. 

 

 

Geralmente, a inclusão de um heteroátomo no ligante alifático é associada a maior 

atividade contra patógenos, o que pode representar também efeitos secundários menores em 

mamíferos hospedeiros em tratamento (WANG et al., 2014), sendo a escolha do melhor 

elemento a ser incluído fundamental para o sucesso na produção de novas substâncias. 

A introdução do Flúor (F) em moléculas biologicamente ativas proporciona 

oportunidades atraentes no desenvolvimento de novas drogas, uma vez que aproximadamente 

um terço dos medicamentos de alto desempenho, disponível atualmente no mercado, contém 

átomos de flúor em suas estruturas. A adição de F às estruturas químicas, destacando a boa 

estabilidade que as ligações entre esse elemento e o Carbono (C) mantêm, são excelentes 

ferramentas para aumento de meia vida da droga, evitando, inclusive, a produção de 

metabólitos tóxicos como resultado do metabolismo de substâncias aromáticas, por exemplo 

(SWINSON, 2005; WANG et al., 2014). 

A 

Pentamidina 

B 

X = O, S, NCH3, NSO2Ph, etc  
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Dados como esses sugerem claramente que o flúor tem um papel primordial em 

projetos químicos voltados à drogas medicinais, sendo rotina no desenvolvimento de 

medicamentos a adição desse elemento para obter melhorias nas suas características 

(SWINSON, 2005). Apesar disso, derivados de pentamidina que utilizam ligantes fluorados 

ainda não são conhecidos, sendo um campo a ser explorado no desenvolvimento de drogas 

contra espécies causadoras de LTA. 

 

 

2.5.2. A Nanomedicina 

 

A nanomedicina corresponde a uma das áreas, das múltiplas áreas da nanotecnologia, 

que se baseia na aplicação biomédica de nanomateriais para os mais diferentes fins, que 

englobam desde a área de diagnóstico até a produção de novas drogas (THE ROYAL 

SOCIETY; THE ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004; MOHANPURIA; RANA; 

YADAV, 2008; ALAGARASI, 2013). Para se enquadrar na categoria de nanomaterial, as 

dimensões do produto devem estar entre 1 - 100 nanômetros, tamanhos tão ínfimos que se vão 

desde uma molécula de glicose até uma estrutura viral (Figura 6) [THE ROYAL SOCIETY; 

THE ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004; ALAGARASI, 2013]. 

A utilização de dimensões tão reduzidas assim confere um aumento na área de 

superfície desses materiais, o que geralmente é relacionado a aumento da atividade química 

elementar do material (THE ROYAL SOCIETY; THE ROYAL ACADEMY OF 

ENGINEERING, 2004; ALAGARASI, 2013) e variações em propriedades físicas, químicas e 

biológicas, possibilitando à exploração de materiais que seriam tóxicos em outras condições, 

ou mesmo de materiais de áreas diversas a saúde (FERREIRA et al., 2011). 
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Figura 6: Escala nanométrica comparativa. *Exemplo de célula eucariota. 

 

Fonte: http://introtonanotechnology.weebly.com/the-nanoscale.html (adaptada) 

 

 

2.5.3. Nanotecnologia farmacêutica e suas possibilidades 

 

A indústria farmacêutica busca, por meio da nanotecnologia, desenvolver novos 

sistemas terapêuticos em escala nanométrica ou micrométrica que sejam capazes de direcionar 

e/ou controlar a liberação de fármacos, melhorando assim seu potencial farmacológico, ou 

mesmo induzir células parasitadas a apoptose (SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 

2010; BHARDWAJ; SAUDAGAR; DUBEY, 2012; SINGH et al., 2012). 

A malária é um exemplo de doença provocada por parasitos e que sofre com os 

mesmos problemas na sua terapêutica por quais passam os acometidos pela LTA, mas que 

vem a mais tempo investindo em soluções para uma maior e melhor distribuição de drogas no 

tratamento da malária, utilizando nano e microssistemas para esse objetivo (PIMENTEL et 

al., 2007; SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010; BHARDWAJ; SAUDAGAR; 

DUBEY, 2012), sendo destacado o sucesso também em abordagens desse tipo para o 
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tratamento das leishmanioses (CABALLERO; SALAS; SÁNCHEZ-MORENO, 2014; 

FRANCO et al., 2016). 

A utilização desses sistemas permite um melhor controle da cinética de liberação dos 

fármacos no organismo, o que pode amenizar os efeitos tóxicos das drogas, assim como 

poderia regular a manutenção de concentrações menos danosas ao paciente por períodos de 

tempo mais extensos, o que colaboraria com o sucesso do tratamento (PIMENTEL et al., 

2007; SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010). Além dessa regulação na liberação, 

esses sistemas podem ser utilizados para aumentar a biodisponibilidade, devido ao aumento 

na penetração celular, além de proteger os fármacos contra mecanismos de desintoxicação do 

organismo tratado, o que somaria no aumento da eficácia desses compostos (PIMENTEL et 

al., 2007; CABALLERO; SALAS; SÁNCHEZ-MORENO, 2014). 

As nanopartículas são partículas poliméricas na forma de reservatório (cápsulas) ou 

matricial (matriz polimérica ou inorgânica) nas quais o fármaco está encapsulado, adsorvido 

ou absorvido pelo material da matriz (Figura 7) [PIMENTEL et al., 2007]. Alguns desses 

sistemas, que são compostos por partículas (ou moléculas) inorgânicas de até 100 nm, podem 

ser complexados a moléculas inorgânicas, orgânicas ou bio-orgânicas, com alguma atividade 

farmacológica conhecida, contribuindo para a ação delas. Essa complexação pode inserir 

sinalizadores para receptores específicos de uma célula alvo facilitando a endocitose das 

partículas, ou proteger o fármaco complexado da ação do organismo, garantindo uma maior 

biodisponibilidade (PIMENTEL et al., 2007; FRANCO et al., 2016). 

Nanopartículas metálicas são estudadas na atualidade para verificar a sua eficácia na 

inibição de parasitos e células infectadas, sendo descrito na literatura a utilização de metais 

como ouro, zinco, prata, titânio, cobre, entre outros metais, contra diversos microrganismos 

patogênicos, inclusive com relato de atividade contra Leishmania (ALLAHVERDIYEV et al., 

2011; RAMEZANI; JEBALI; KAZEMI, 2012; JEBALI; KAZEMI, 2013; CABALLERO; 

SALAS; SÁNCHEZ-MORENO, 2014). Como existem muitos elementos químicos na 

natureza com potencial para promover influências significativas na saúde humana 

(CHELLAN; SADLER, 2015; SAGHIRI et al., 2016), ainda existindo um grande campo que 

pode ser explorado na produção de drogas a partir de elementos que já tiveram sucesso na 

síntese de nanoformulações ou que apresentam potencial para serem utilizados por 

apresentarem semelhanças químicas com os bem sucedidos. 
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Figura 7: Formulações nanométricas aplicadas na medicina. 

 

Fonte: BHARDWAJ et al., (2012) [adaptado]. 

 

 

A utilização de óxidos metálicos na produção de nanopartículas é uma das principais 

abordagens na utilização de metais no tratamento experimental de parasitoses 

(CABALLERO; SALAS; SÁNCHEZ-MORENO, 2014; FRANCO et al., 2016), e a 

exploração de novos elementos devem buscar propriedades semelhantes a essas bem 

sucedidas. Dentre os diversos elementos que poderiam ser explorados, o Nióbio (Nb) e o 

Tântalo (Ta) se destacam por apresentarem características químicas semelhantes ao 

Antimônio (Sb), como baixa toxidade para humanos e possibilidade de produção de óxidos 

(KIM et al., 2016), além de ter o atrativo comercial do Brasil estar entre as maiores reservas 

desses minerais no Mundo, sendo o maior produtor mundial de Nb e o segundo maior 

produtor de Ta (USGS, 2017). 

Nanomedicamentos 
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O Nióbio é um metal, considerado de transição, com número atômico 41 e massa 

molar 92,9064 g/mol, utilizado principalmente na indústria siderúrgica para produção de ligas 

metálicas (KIM et al., 2016). Esse metal vem sendo pesquisado na esfera da saúde 

principalmente quanto ao potencial de promoção de angiogênese, mobilização de resposta 

celular e indução de inflação (SAGHIRI et al., 2016), mas também é relacionado como 

potencial para produção de antivirais (CHELLAN; SADLER, 2015) ainda sendo pouco 

explorado quanto a aplicações contra parasitos, como os da Leishmania.  

O Tântalo também é um metal de transição, apresentando número atômico 73 e 

massa molar 180,9479 g/mol, sendo um dos principais componentes em implantes e próteses, 

graças a sua resistência e por não causar rejeições, mas também é utilizado na indústria para 

produção de componentes eletrônicos e equipamentos que precisam resistir a situações de 

estresse mecânico e químico dos mais diversos (KIM et al., 2016). É outro candidato a 

exploração para fins farmacêuticos, não tendo informações descritas para aplicações 

nanométricas na terapêutica parasitária, sendo comumente identificado como elemento inerte 

e de aplicabilidade possível em diversas tipos de enxertos e implantes (CHELLAN; 

SADLER, 2015). 

A escolha desses elementos também deve levar em consideração a aplicabilidade da 

substância contra células cancerígenas, o que a literatura já relacionou ter um bom potencial 

contra leishmânias pelo seu acelerado processo replicativo (CABALLERO; SALAS; 

SÁNCHEZ-MORENO, 2014). Vale destacar, a partir disso, que o Ta já vem sendo 

pesquisado para cânceres, como marcador para diagnostico e para ação local nas células (JIN 

et al., 2015), o que chama a atenção para sua aplicação contra leishmânias, e que apesar de 

não haver dados semelhantes para o Nb, esse elemento trás grandes semelhanças físico-

químicas com o Ta, sendo também um candidato a esse tipo de estudo. A aplicação desse tipo 

de tecnologia contra a LTA pode revolucionar o campo da terapêutica contra parasitoses, 

podendo ainda abrir caminho para o tratamento de outras enfermidades provocadas por 

protozoários e que sofrem problemas quanto a eficiência dos tratamentos (BHARDWAJ; 

SAUDAGAR; DUBEY, 2012; CABALLERO; SALAS; SÁNCHEZ-MORENO, 2014). 

 

 

 



28 
 

3. OBJETIVOS 

 

Geral 

Avaliar a eficácia de análogos fluorados de pentamidina e de Nanomatrizes Inorgânicas 

Bioativas (NIBs) de Nióbio e de Tântalo contra Leishmania (Leishmania) amazonensis e 

Leishmania (Viannia) guyanensis. 

 

Específicos 

 

Capítulo 1 

 Avaliar a eficácia leishmanicida, contra promastigotas e amastigotas de L. (L.) 

amazonensis e L. (V.) guyanensis, e a citotoxidade em macrófagos peritoneais murinos 

dos análogos fluorados 1,5-bis(4-Amidinofenoxi)-3,3-difluoropentano (5A2F) e de 

1,5-bis(4-Amidinofenoxi)-2,2,3,3,4,4-hexafluoropentano (5A6F); 

 

Capítulo 2 

 Avaliar a eficácia dos análogos fluorados 5A2F e 5A6F no tratamento experimental da 

LCA em camundongos (Mus musculus) Balb/c infectados por L. (L.) amazonensis e L. 

(V.) guyanensis; 

 

Capítulo 3 

 Sintetizar e caracterizar Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas de óxidos de Nióbio 

(NIB-Nb) e de Tântalo (NIB-Ta); 

 Avaliar a eficácia leishmanicida, contra promastigotas e amastigotas de L. (L.) 

amazonensis e L. (V.) guyanensis, e a citotoxidade em macrófagos peritoneais 

murinos, das NIB–Nb e NIB–Ta; 

  

Capítulo 4 

 Avaliar a eficácia das NIB–Nb e NIB–Ta no tratamento experimental da LCA em 

Hamsters (Mesocricetus auratus) infectados por L. (L.) amazonensis e L. (V.) 

guyanensis. 
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Abstract  

The use of substances containing fluorine may provide therapeutic advantages in the 

administration of such analogues of pentamidine. The results herein presented indicate the 

efficacy of the analogues against two distinct subgenus and species of Leishmania, in both 

evolutionary stages of the parasite, when compared to the treatment using pentamidine 

isethionate (Pentacarinat
®
) and pentamidine hydrochloride (5AHCl), as well as variations 

regarding cellular toxicity when compared to pentamidine in experimental models in vitro. 

Based on the in vitro results, the most promising was the analogues 5A6F, but also with good 

results the use of 5A2F, since the results showed little difference between the analogues and 

Pentacarinat
®
 and that success in applying any treatment depends on how it will behave in in 

vivo models. 

 

Keywords: Leishmaniasis, Pentamidine, Fluorinated Analogs, Neglected disease 
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Introduction 

 

The American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a disease characterized by a 

variety of lesions on the skin and / or mucosa caused by species of the genus Leishmania, 

which vary in form of manifestation and can lead to severe and disfiguring injury (1). 

Treatment with Pentavalent Antimonate/Glucantime
®
, the first-choice drug recommended by 

WHO (2014), may be ineffective in some cases, with Pentamidine isethionate (Pentacarinat
®
) 

as one of the alternative options, in addition to Amphotericin B (2-5). In the Amazon region, 

the most prevalent species is Leishmania (Viannia) guyanensis, which has a better response to 

treatment with Pentamidine, and is proposed by some authors and the Brazilian Ministry of 

Health as the first therapeutic choice (4-6). 

Pentamidine (CAS 100-33-4) is an aromatic diamidine used in saline formulations 

with isethionic acid (diethionate) and methanesulfonic acid (dimesylate) for the treatment of 

parasites (2, 7, 8). The synthesis of this compound is generally performed from bis-nitrile, by 

method of conversion of nitriles to amidines and subsequent reactions between amidines, first 

described by Pinner and Klein in 1877 (9). Bis-amidine aromatic compounds show a wide 

range of activities against several pathogens (10), but only 1, 5-bis (4-amidinophenoxy) 

pentane (pentamidine) has been used clinically, which was initially administered for the 

treatment of pneumonia caused by protozoa of the genus Pneumocystis (11, 12) and is 

currently recommended for treatment of Toxoplasmosis and Trypanosomiasis (8, 13). 

The Centers for Disease Control (CDC) suggests the use of pentamidine isethionate 

against ACL in cases of resistance to other treatments (14). The inefficiency of treatment (4-6, 

15) and increased susceptibility of some species of the genus Leishmania to diamidines (16, 

17), are the main reasons to indicate the pentamidine as a therapeutic choice against ACL. 

The activity of pentamidine is associated with high toxicity and low bioavailability, 

indicating the necessity for derivatives that provide greater therapeutic efficiency without 

toxicity. Approaches for the discovery of new drugs currently focus on the development of 

new ligands that may be associated with structures with potential therapeutic effect (18). The 

development of pentamidine analogues with different heteroatoms (O, N and S) in the 

aliphatic linker is still an important field to be explored and has great potential for success 

(19, 20). In general, the inclusion of a heteroatom in the aliphatic binder is associated with 
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increased activity against pathogens, which may also represent minor side effects in host 

mammals undergoing treatment (20). Fluorine (F) is an opportunity to develop new drugs, as 

it is currently found in approximately one-third of the high-performance drugs available on 

the pharmaceutical market. The use of F in chemical structures with known pharmacological 

properties has already been associated with improvement in action, increased bioavailability 

and lower production of toxic metabolites, being routine the addition of Fluorine in the 

development of new drugs (20, 21). 

In this study, the leishmanicidal activity (LAct) of new fluorinated bis-benzamidines 

(Figure 1) was tested against different species that cause ACL with epidemiological 

importance in the Amazon region. 

 

Figura 8: (Figure 1) Bisamidines 1,5-bis(4-Amidinophenoxy)-3,3-difluoropentane 

dihydrochloride (A) e 1,5-bis(4-Amidinophenoxy)-2,2,3,3,4,4-hexafluoropentane 

dihydrochloride (B). 

 

 

 

Results 

 

The results described below were used to estimate the efficacy of the proposed 

treatments on the different species and evolutive forms of the genus Leishmania when 

compared with Pentacarinat
®
 (Pentamidine isethionate), one of the drugs used to treat the 

ACL in Brazil. This type of analysis suggests which substances could be also indicated for 

treating ACL patients with lower cytotoxicity and better leishmanicidal effects. 
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Leishmanicidal activity (LAct) - assays with promastigote forms: The 5A2F and 

5A6F diamidines, as well as the positive control with Pentacaninat
®
, presented LAct against 

promastigote forms of the species tested, Leishmania (Leishmania) amazonensis and L. 

(Viannia) guyanensis. The effects of dose-dependent and cumulative response were evident in 

the assays (Figure 2).The 5AHCl, used as a control of the synthesis, was more effective than 

all the treatments performed in this study, even in relation to the commercial treatment 

(Pentacarinat
®
); however, with the increase in concentration, all the parasites tended to show 

100% mortality rate 48 hours after initial exposure. There was variation of the IC50 between 

the Leishmania species and the substances used for each compounds (Table 1).
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Figura 9: (Figure 2) Leishmanicidal activity of diamidines against promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis (A) and Leishmania 

(Viannia) guyanensis (B). A.1 and B.1 = 24 hours; A.2 and B.2 - 48 hours. 5A2F and 5A6F = fluorinated analogues of pentamidine. 
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Tabela 3: (Table 1) Inhibitory concentration (IC50) estimated on promastigotes of Leishmania 

(Leishmania) amazonensis and Leishmania (Viannia) guyanensis exposed to treatment with 

diamidines for 24-48 hours. 5A2F and 5A6F = Fluorinated analogs of pentamidine; ** = Not 

measurable. 

Species of 

Leishmania 

Experimental treatments 

Exposure 

(hours) 
Pentacarinat

®
 5AHCl 5A2F 5A6F 

  

L. amazonensis  

24 47.94 ± 1.24 29.90 ± 1.48 71.66 ± 1.69 49.50 ± 2.70 nM/mL 

48 11.54 ± 9.28 22.72 ± 2.49 50.98 ± 2.94 31.13 ± 3.72 nM/mL 

L. guyanensis 

24 17.53 ± 3.06 5.71 ± 3.90 45.17 ± 2.20 41.03 ± 0.70 nM/mL 

48 ** ** 18.61 ± 0.95 ** nM/mL 

 

 

The concentrations required to reach 50% efficacy on L. (L.) amazonensis 

promastigotes were higher in all treatments when compared to L. (V.) guyanensis, which 

indicates a higher resistance of this species to the diamidines. When comparing the IC50 of the 

analogues, a higher activity of 5A6F was observed in relation to 5A2F against the species 

evaluated, also showing a lower activity to the treatment against L. (V.) guyanenses compared 

to Pentacarinat
®
, but presenting similar efficacy against L. (L.) amazonensis. Such data 

demonstrates greater efficacy of 5A6F compared to 5A2F, determined from IC50 values 

analysis, being lower for 5A6F, although the results were lower than the controls. 

 

Cytotoxicity: After analyzing the cytotoxicity of the treatments, a significant 

variation was observed between them (ANOVA two-way, p<0.05). However, when 

comparing the analogs with the negative control, the variation was not significant after 24 h of 

exposure at the lowest concentrations evaluated (up to 19.85 nM/mL), showing an increased 

toxic effect compared to the negative control from 24.91 nM/mL for 5A2F and 5A6F, based 

on the Tukey test (p <0.05) [Figure 3, A.1]. According to the same test, there is no significant 
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variation between the values observed for the analogs in relation to the positive control, which 

indicates for the same cytotoxicity profile (Figure 3, B.1), except for 49.81 nM/mL of 5A2F. 

After 48 h of exposure, the positive change in cytotoxicity analysis from the negative 

control is already evident from 9.92 nM /mL (Figure 3, A.2). No significant variation was 

verified between the analogues and Pentacarinat
®

, except for treatment with 5A2F (12.45 to 

24.91nM/mL), after treatment for 48 h, according to Tukey‟s test (p <0.05) [Figure 3, B.2]. 
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Figura 10: (Figure 3) Cytotoxicity in murine peritoneal macrophages after exposure to diamidines for 24 (A.1 and B.1) and 48 hours (A.2 and 

B.2). A.1 and A.2 = "*" indicates significant difference (Tukey‟s test, p <0.05) between analogue and negative control (saline solution). B.1 and 

B.2 = "*" indicates significant difference (Tukey‟s test, p <0.05) between analogue and Pentacarinat
®

; 5A2F and 5A6F = fluorinated analogues of 

pentamidina. 

* 

* * 

* 
* 

* 
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Leishmanicidal activity (LAct ) - assays with amastigote forms: From the 

percentage of cells infected by viable amastigote forms (without apparent morphological 

changes), the infection rate (IR) was estimated, and a reduction in IR was verified in all 

treatments against both species when compared to negative controls (Tukey‟s test, p <0.05). 

The effect against L. (L.) amazonensis presented variation when treatments are compared, 

with the analogous 5A6F being more efficient than 5A2F in all the concentrations tested after 

24 h of exposure, except for the initial concentration, in which there was no significant 

difference between the analogues, besides no significant difference between treatments with 

Pentacarinat
®
 and 5A6F (Tukey‟s Test, p <0.05) [Figure 4, A.1]. After 48 h exposure to 

fluoridated diamidines at concentrations of 50.00 and 25.00 nM/mL, no significant difference 

was observed in relation to the control with Pentacarinat
®
, but at lower concentrations the 

5A6F was less effective than all other substances, including control of synthesis / 5AHCl 

(Tukey's test, p <0.05) [Figure 4, A.2]. 

There was no significant difference in any of the concentrations used in the trials 

against L. (V.) guyanensis after 24 and 48 h of exposure between the analogues and the 

controls used, Pentacarinat
®
 and 5AHCl (Tukey's test, p <0.05), with the reduction of IR after 

the longer exposure period (Figure 4, B.1 and B.2). 

The number of amastigotes per macrophage varied, decreasing with respect to the 

number observed in the negative control, but there was no significant variation when 

comparing the different concentrations of the same treatment (Table 2). 

The percentage of Efficacy (%E) of fluorinated analogues against L. (L.) 

amazonensis was lower than Pentacarinat
® 

at concentrations of 50.00 - 12.50 nM/mL and at 

6.25 nM/mL for 5A2F, after 24 h of exposure. When evaluated to %E on this same species 

after 48 h of treatment, 5A2F showed superior efficacy compared to Pentacarinat
®

 and to 

5A6F at concentrations of 50.00 - 12.50 nM/mL. The efficacy against cells parasitized by L. 

(V.) guyanensis after 24 h was higher for 5A2F than Pentacarinat
®
 and 5A6F at 12.50 and 

6.25 nM/mL, and was lower than Pentacarinat
®

 in 50 nM/mL. After 48 h, the efficacy of 

5A6F stands out in relation to the other two treatments at concentrations of 12.50 and 6.25 

nM/mL, maintaining similar results to Pentacarinat
®
 at 25.00 nM/mL and lower at the highest 

concentration (50.00 nM/mL) [Figure 5]. 
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Figura 11: (Figure 4) Rate of infection (IR) of macrophages by amastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis (A) and Leishmania 

(Viannia) guyanensis (B). A.1 and B.1 = 24 hours; A2 and B.2 = 48 hours. "*" Indicates significant difference (Tukey‟s test, p < 0.05) between 

analogue and Pentacarinat
®
; 5A2F and 5A6F = fluorinated analogues of pentamidine.  

 

* 

* 

* * * * 
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Figura 12: (Figure 5) Percentage Efficacy (%E) of the analogues of macrophages infected with Leishmania (Leishmania) amazonensis (A) and 

Leishmania (Viannia) guyanensis (B). A.1 and B.1 = 24 hours; A2 and B.2 = 48 hours. "*" Indicates significant difference (Tukey‟s test, p < 

0.05) between the analogues and Pentacarinat
®
; 5A2F and 5A6F = fluorinated pentamidine analogues.  

 

* 
* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 
* 

* 

* 

* 

* 

* 
* 

* 
* 

* 
* 

* 

* 

* 
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Tabela 4: (Table 2) Mean of amastigotes by infected macrophage after treatment with diamidines for 

24-48 hours. 5A2F and 5A6F = fluorinated analogues of pentamidine. 

 

 

 

Discussion 

 

The results of leishmanicidal effects in in vitro experimental models showed the 

efficacy of the analogues, as well as Pentacarinat
®
, being possible to observe the activity 

against both evolutive forms of Leishmania of the Leishmania and Viannia subgenus. The 

high efficiency of these compounds is mainly associated with the mechanism of action of 

diamidines, based mainly on the binding of the drug to the parasitic DNA, among other 

nuclear components (15, 23, 24). In addition, it is important to observe the potentiality of the 

analogues proposed in the present study, since the literature describes the action of diamidines 

on diverse pathogens, such as bacteria, fungi and protozoa, already described (15, 25-27). 

The LAct against promastigotes showed differences when compared to the two 

proposed species of Leishmania, L. (L.) amazonensis and L. (V.) guyanensis, corroborating 

Exposure 

(hours) 
nM/mL Control (-) Pentacarinat

®
 5A2F 5A6F 

24 

50.00 

2.22 ± 0.83 

1.22 ± 0.44 1.67 ± 0.87 1.89 ± 1.05 

25.00 1.30 ± 0.48 1.50 ± 0.71 1.80 ± 0.79 

12.50 1.70 ± 0.67 1.90 ± 0.88 1.70 ± 0.82 

6.25 2.20 ± 1.14 2.00 ± 0.67 2.00 ± 0.67 

48 

50.00 

2.78 ± 0.83 

1.11 ± 0.33 1.44 ± 0.73 1.78 ± 0.83 

25.00 1.30 ± 0.48 1.60 ± 0.84 1.60 ± 0.84 

12.50 1.40 ± 0.52 1.90 ± 0.88 2.00 ± 0.82 

6.25 1.50 ± 0.53 2.00 ± 0.82 1.90 ± 1.10 
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the results from literature that have showed such diversity in susceptibility to diamidinics (5, 

15-17). Although different, the IC50 remained on the nM/mL scale, the 5A6F analogue stood 

out for its effect on the two species/subgenus, with similar results to the positive control 

(Pentacarinat
®
) on L. (L.) amazonensis after 24h and L. (V.) guyanenses after 48 h. The 

literature describes a high effect of Pentacarinat
®

 on L. (V.) guyanenses (4, 5). The Brazilian 

Ministry of Health recommends this medicine as the first choice in the treatment of ACL 

caused by this species (6). The higher susceptibility of L. (V.) guyanensis to diaminidics was 

also verified in the present study, in which the lower IC50 were observed for this species. 

The variation in the susceptibility of the amastigotes to the diamidinics was also 

verified, in which it was possible to observe the lower infection rate (IR), after the treatment, 

in the macrophages that were parasitized with L. (V.) guyanensis. The difference in sensitivity 

to LAct was evident even when the effects between the two fluorinated analogues were 

compared, since 5A2F achieved the lowest IR, but without significant difference in relation to 

Pentacarinat
®
 (Tukey's test, p <0.05), in the macrophages with L. (L.) amazonensis, whereas 

the 5A6F analog had the lowest IR in the macrophages with L. (V.) guyanensis (Figure 5). 

This type of observation is fundamental when referring to the identification of the 

species of the parasite involved in the infection. Even in the WHO protocol it is suggested 

that differentiated treatments depending on the clinical form and / or the species involved in 

the infection should be considered (6). 

The high toxicity and low bioavailability of diamidines, including pentamidine, has 

been described in the literature as one of the main reasons for its non-administration, despite 

its good activity against different forms and species of Leishmania, among other pathogens of 

medical interest (28, 29). Analogues 5A2F and 5A6F showed cytotoxicity greater than 40% at 

concentrations of 24.91 nM/mL, but at lower concentrations showed low toxicity when 

compared to the negative control. Toxicity data showed the similarity between the analogues 

and Pentacarinat
®
, in which only 5A2F showed higher toxicity than the positive control used 

(Figure 3). 

The limitations observed herein, mainly regarding susceptibility and toxicity, are the 

main reasons for producing new analogues, since the development of new ligands may allow 

greater therapeutic potential, with greater bioavailability and lower production of toxic 

metabolites (30). This toxicity is described in the scientific literature with the same 
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importance of the action of the compound on the parasites to define the success in the 

treatment, since the high toxicity would prevent the therapeutic application. Cytotoxicity 

ratings usually point to increased toxicity with increased concentration, where there are 

analogues that show cellular toxicity from 1.69 μM of IC50, but which may have IC50 higher 

than 195 μM (26, 31, 32). It is important to note that low cytotoxicity is often associated with 

a lower antiparasitic effect. 

The literature has described the application of pentamidine analogues against 

Leishmaniasis in promastigote forms, in which the lowest dose of the analogues was 0.290 

μM, but reached concentrations higher than 108.00 μM in the IC50 for Leishmania 

(Leishmania) donovani (33). BELL et al. (1990) described the effect of non-fluorinated 

analogues on amastigotes of L. (L.) amazonensis, and other protozoa, in which it describes 

IC50 ranging from 0.298 ± 0.055 to 26.243 ± 1.952 μM, concentrations higher than those used 

in this study (32). TYAGI et al. (2013) evaluated the effect of pentamidine analogues 

(pyrimidine-pentamidine hybrids and chalcone-pentamidine hybrids) against amastigote of 

the Leishmania (L.) donovani, in which IC50 ranged from 0.30 to 28.39 μM, also higher than 

those used in this study. In another study with axenic amastigotes of Leishmania (L.) 

donovani, Bakunova et al. (2009) calculated the IC50 of several pentamidine analogues at 

concentrations ranging from 0.254 to more than 200 μM (31). All the authors emphasized the 

importance of the research of new components, highlighting the great variety of answers that 

can be found depending on the type and location of the addition made to the structure of the 

diamidinic (26). 

Verma et al. (2010), using quantitative structure-activity relationships (QSAR), 

demonstrate that substitutions on the aromatic ring and / or amines may decrease the activity 

of these analogues on parasites of the genus Leishmania, as compared to pentamidine, since 

this type of modification was associated to the difficulty of interaction between the analog and 

one of the action sites of pentamidine, the topoisomerase II (34). This report highlights the 

proposed structures, 5A2F and 5A6F, as interesting options because there are no additions in 

the rings, which may have contributed to the maintenance of the antiparasitic effect, 

comparable to Pentacarinat
®
 in several of the trials. 

Pentamidine analogues with additions and/or substitutions on the benzene radicals of 

the molecule or between them, in the aliphatic chain, were associated with better action 

against the parasite or to lower concentrations compared to pentamidina (19, 30, 31, 33, 35). 
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This observation, despite opposing that described by Verma et al. (2010) [34], emphasizes 

that both position and substitution are important for the final result of the compound. It has 

been also reported in the literature the lower cytotoxicity of these analogues against cell lines 

(19, 26, 31). 

The selection of fluorine for the synthesis of 5A2F and 5A6F analogs has taken into 

account the existence of several successful examples in the production of new bioactive 

substances from the addition of this element. In the literature, it is described that one-third of 

the high-performance drugs currently available in the pharmaceutical industry contain F in 

their structures (20-22). Fluorine is interesting to the industry because it offers several 

advantages for the molecules that are inserted: diversity of physical properties and chemical 

reactivity, good stability of carbon bonds (C) and receptivity of enzymatic receptors, increase 

of liposolubility and consequent rates in vivo absorption and transport of the drug, increased 

oxidative and thermal stability, as well as limiting the enzymatic deactivation of these 

substances. These possibilities exist due to their high electronegativity, small atomic radius 

and low polarizability of the link that exists between C – F (20-22, 36, 37). This type of 

approach makes it possible to obtain drugs with an increased half-life and to produce less 

toxic metabolites as a result of the metabolism of aromatic substances (20-22, 38). Increasing 

the half-life of a drug allows the administration of lower drug concentrations or longer 

intervals between each application, which minimizes the toxic effects of the substances in the 

organism treated. This data clearly suggests that fluorine plays a key role in drug-related 

chemical designs, with the addition of this element being a routine in drug development to 

achieve improvements in its characteristics (20-22). 

The effect of fluorinated analogs of pentamidine on L. (L.) donovani and mammalian 

cell line was evaluated by Bakunova et al. (2009). It was verified at the end of the study that 

fluorine insertions in the aromatic ring did not alter the LAct in relation to the control (26). 

The author also pointed out the loss of parasitic activity when the modifications were made 

using hydroxylates, esters and amides, a fact that emphasized the importance of fluorine in the 

development of more efficient analogues. 

The results of this study demonstrate a good efficacy of the analogues against two 

distinct species of Leishmania, of different subgenus, in distinct evolutionary phases of the 

parasite. The results could be comparable with those of pentamidine isethionate 

(Pentacarinat
®
) in the in vitro model. This was the first report of the application of these 
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substances, 5A2F and 5A6F, against different Leishmania species/subgenus of medical 

importance in the development of ACL from Brazil. In addition, the tested analogues seem 

promising, since the literature already reports the advantages that fluorine can bring the 

chemical structures, in addition to highlighting the lower loss in efficacy of products obtained 

from modifications in the aliphatic chain of pentamidine. 

Although there are variations in the leishmanicidal activity of both analogues tested, 

these can be considered as candidates for studies in experimental animal models to confirm 

their activity. In this case, other parameters such as bioavailability, adverse effects, spleen and 

liver toxicity normally observed in treatments with Pentacarinat
®
 could be improved with 

fluorine addition to the pentamidine structure and better evaluated and monitored in vivo 

experimental models. 

 

 

Materials and Methods 

 

Fluorinated analogs of Pentamidine: The bisamidines 1,5-bis (4-Amidinophenoxy)-

3,3-difluoropentanedihydrochloride (M = 376.407 g.mol
-1

) and1,5-bis (4-Amidinophenoxy)-

2,2,3,3,4,4-hexafluoropentanedihydrochloride (M = 472,389 g.mol
-1

) [Figure 1], identified by 

the abbreviations 5A2F and 5A6F, respectively, have been synthesized according to Schemes 

1 and 2. The synthesis of these bis-amidines generally follows procedures involving the 

preparation of bis-sulfonates, identified in the reaction scheme by numbers 7 and 11, in 

addition to 4-hydroxybenzonitrile, indicated by number 9. After this reaction, these 

intermediates were converted into the bis-amidines 5A2F and 5A6F, identified in the reaction 

schemes. The bis-toluene sulfonate (number 7) was prepared from the corresponding 3,3-

difluoropentane-1,5-diole (number 5) as described by Berglund and Fuchs (1989) [39]. The 

bis-trifluoromethane sulfonate (number 12) was synthesized according to the procedure 

described by Chen et al. (2013) [40]. Because they were two hydrochlorides, a control with 

pentamidine dihydrochloride (5AHCl), in addition to the control with the selected commercial 

formula (Pentacarinat
®
300 - pentamidine isethionate for injection B.P. 300 mg – Sanofi, 

Gentilly, FRA) had to be added in this study. 
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Synthesis of 1,5-bis (4-Amidinophenoxy)-3,3-difluoropentane dihydrochloride – 

5A2F [YM Pustovit et al., 26 march 2018, Ukraine Patent Office]:  The solution of the 1,5-

bis (4-amidoximephenoxy)-3,3-difluoropentane (number 11, 0.28 g, 0.7 mmol) in the mixture 

of 3.5 mL acetic anhydride and 20 mL acetic acid was hydrogenated with 0.4 g Pd/C (5%) at 

ambient pressure and temperature up to the end of hydrogen absorption. The catalyst was 

filtered off and filtrate was evaporated under reduced pressure. The residue was treated with 

20 mL of diluted (1:1) hydrochloric acid and activated charcoal at 100 °C. The charcoal was 

filtered off and filtrate was evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in 

20 mL H2O at 50 °C and was kept at ambient temperature for 16 h. The precipitate was 

filtered off and filtrate was evaporated under reduced pressure. The product was recrystallized 

from minimum volume of the concentrated hydrochloric acid to give 0.12 g (38.9%) of the 

desired product (Mp 185-187°C. 
1
H NMR (DMSO-d6): δ = 2.50 (m, 4H, CH2CF2), 4.29 (t, 

3
JHH = 6.1 Hz, 4H, OCH2), 7.17 (d, 

3
JHH = 8.8 Hz, 4H, C6H4), 7.73 (d, 

3
JHH = 8.8 Hz, 4H, 

C6H4), 9.11 (br s, 4H, NH2), 9.31 (br s, 4H, NH2) ppm; 
19

F NMR (DMSO-d6): δ = -91.98 

(quintete, 
3
JFH = 16 Hz, 2F, CF2) ppm.). 

 

Figura 13: (Scheme 1) Procedures for the preparation of the 1,5-bis(4-Amidinophenoxy)-3,3-

difluoropentane dihydrochloride (5A2F). Reagents, solvent, pressure, temperature, time: (a) 

Et3N, CH2Cl2, 20 °C, 24 h; (b) NaH (60%), DMF, 20 °C, 48 h; (c) NH2OH∙HCl , K2CO3, 

EtOH, reflux, 4 h; (d) H2, 5% Pd/C, CH3COOH, Ac2O, ambient pressure, 20 °C, up to 

saturation. 
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Synthesis of 1,5-bis(4-Amidinophenoxy)-2,2,3,3,4,4-hexafluoropentane – 5A6F: 

The solution of the 1,5-bis(4-amidoximephenoxy)-2,2,3,3,4,4-hexafluoropentane (number 14, 

0.85 g, 1.8 mmol) in the mixture of 5 mL acetic anhydride and 30 mL acetic acid was 

hydrogenated with 0.8 g  Pd/C (5%) at ambient pressure and temperature up to the end of 

hydrogen absorption. The catalyst was filtered off and filtrate was evaporated under reduced 

pressure. The residue was treated with 40 mL of 1N hydrochloric acid and activated charcoal 

at 100 °C. The charcoal was filtered off and filtrate was evaporated under reduced pressure. 

The residue was dissolved in 20 mL H2O at 50 °C and was kept at ambient temperature for 18 

h. The precipitate was filtered off and filtrate was evaporated under reduced pressure. The 

residue was recrystallized from 20 mL of the diluted (1:1) hydrochloric acid to give 0.27 g 

(27.1%) of the desired product (Mp 207-208°C. 
1
H NMR (DMSO-d6): δ = 4.96 (t, 

3
JHF = 13.8 

Hz, 4H, OCH2), 7.31 (d, 
3
JHH = 8.8 Hz, 4H, C6H4), 7.93 (d, 

3
JHH = 8.8 Hz, 4H, C6H4), 9.24 (br 

s, 4H, NH2), 9.42 (br s, 4H, NH2) ppm; 
19

F NMR (DMSO-d6): δ = -118.14 (br s, 4F, CF2CH2), 

-123.58 (br s, 2F,CF2 CF2CF2) ppm.). 

 

Figura 14: (Scheme 2) Procedures for the preparation of the 1,5-bis(4-Amidinophenoxy)-

2,2,3,3,4,4-hexafluoropentane dihydrochloride (5A6F). Reagents, solvent, pressure, 

temperature, time: (a) NaH (60%), DMF, 60 °C, 2 h; (b) NH2OH∙HCl, K2CO3, EtOH, reflux, 

9 h; (c) H2, 5% Pd/C, CH3COOH, Ac2O, ambient pressure, 20 °C, up to saturation. 
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Physico-chemical analysis of products: The physical and chemical properties of the 

products obtained were investigated using 2D 
1
H-NMR (500 MHz) and 

19
F-NMR (470 MHz) 

Spectroscopy on a Bruker Avance 500 DRX spectrometer, using the internal standards TMS 

and CFCl3, respectively. The melting points were measured with a Buchi melting point 

apparatus. Microanalyses were performed at the Microanalytical Laboratory of the Institute of 

Organic Chemistry, National Academy of Sciences of Ukraine. Elemental analyzes were 

obtained from the average of two independent determinations. Preparative chromatography 

was performed on SiO2. 

 

Evaluation of leishmanicidal efficacy: The antiprotozoal efficacy of the 5A2F and 

5A6F analogs was evaluated in bioassays using promastigotes and amastigotes of Leishmania 

(Viannia) guyanensis (reference strain MHOM/BR/75/IM4147) and Leishmania (Leishmania) 

amazonensis (reference strain MHOM/BR/2009/IM5584).The protozoa culture was 

performed in cell culture bottles containing the culture medium Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI 1640 - Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), supplemented with heat 

inactivated Fetal Bovine Serum (FBSi) and 50 µg/mL of gentamycin. The parasite expansion 

was evaluated after incubation at 24 ºC, followed at eight - hour intervals, in order to obtain 

parasites in stationary phase II of the growth curve, parameter used to choose the parasites for 

the following bioassays. The bioassays were divided into three stages: activity against 

promastigote forms (bioassay I); cytotoxicity in murine macrophages (bioassay II); and 

activity against amastigote forms (bioassay III). 

 

Bioassay I / activity against promastigote forms: The RPMI-1640 culture medium 

supplemented with different concentrations of each analogue produced, 5A2F and 5A6F, 

besides the positive controls (Pentacarinat
®
 and 5AHCl) and negative (saline 0.8%) were 

added to wells of 96 well plates. For all the treatments proposed, serial dilution was 

performed from the initial concentration of 217.75 (75.00 µg) to 4.95 nM/mL (2.34 μg/mL). 

Parasitic suspensions with protozoa of each species were prepared and adjusted to the 

concentration of 2x10
5
 parasites/mL and then added to the wells. The plaques were incubated 

at 24-26 
o
C for 24-48 h and protozoan viability was analyzed after every 24 h of incubation, 

and flagellar motility and damage to the plasma membrane of promastigotes were used as 
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parameters for viability, evidenced after staining with Trypan Blue (Trypan Blue 0.5% - 

EUROCLONE, Pero, MI, ITA) performed in Neubauer chamber under optical microscopy, 

increasing by 400x. 

 

Bioassay II / cytotoxicity in murine macrophages: Macrophages obtained from 

BALB/c mice (Mus musculus) by isolation of peritoneal lavage cavity cells (collection of 

naïve tissue resident macrophages) with RPMI-1640 medium, supplemented with 10% FBSi, 

were used in the preparation of cell suspension adjusted to 1x10
4
 macrophages/mL and then 

distributed in 96 well plates by volume of 200 μL/well. The plate was then incubated at 37 
o
C 

/ 5% CO2 for 24 h for adhesion of the cells to the surface of the polystyrene plate. After 

incubation, the volume of the wells was discarded, with only macrophages remaining adhered 

to the plate, and solution of the analogs in RPMI-1640 in concentration gradient (217.75-1.24 

nM/mL) was added. The plates were then incubated for 24-48 h, using as positive controls 

Pentacarinat
® 

and 5AHCl, and saline solution as negative control. Cytotoxicity was evaluated 

after adding 10 μL of resazurin (3mM), Alamar Blue
®
 reagent (Alamar Blue Cell Viability 

Reagent - Invitrogen™, Eugene, OR, USA) to each well and incubation (37 
o
C / 5% CO2) for 

4 h. After this period, the absorbance of each treatment was measured in a microplate reader 

at wavelength of 570 nm, comparing the values observed in the treatments with those of the 

control curve, established from the measurements of the negative control for cell viability 

(wells without cells) and positive control for cell viability (wells containing untreated cells) to 

determine the percentage of cellular activity (42). 

 

Bioassay III / activity against amastigote forms: Naïve tissue resident macrophages 

obtained from BALB / c mice by peritoneal lavage with RPMI-1640 medium, supplemented 

with 10% FBSi, were used in the preparation of the cell suspension adjusted to 1x10
4
 

macrophages/mL and then distributed in a 24 well plate containing glass coverslips in its 

interior, in volume of 1 mL/well. After incubation for 24 h at 37 
o
C / 5% CO2, the whole 

volume was discarded, with only the macrophage adhered to the coverslips, and 1 mL of 

parasite suspension [L. (L.) amazonensis or L. (V.) guyanensis promastigotes] was added to 

RPMI (10% SBFi), adjusted to 1X10
5
 parasites/mL, in each well, to promote macrophage 

infection and the consequent development of amastigote forms after incubation (34 
o
C / 5% 
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CO2). After the infection period, the entire volume of the well was discarded and, after 

successive washes with saline solution (0.8%), 1 mL of solution of the compounds (5A2F and 

5A6F) and positive controls (Pentacarinat
®
 and 5AHCl), in equal concentration gradients 

defined from the results of bioassays I and II (50.00-6.25 nM/mL). The plates were incubated 

at 37 
o
C / 5% CO2 for 24 h and 48 h and at each incubation period, well volumes were 

discarded, coverslips washed with saline solution (0.8%) and adhered cell material was fixed 

and stained using Panoptic staining kit (Panótico Rápido – Laborclin
® 

Produtos para 

Laboratórios Ltda., Pinhais, PR, BRA). The coverslips were fixed in glass slides and analyzed 

under optical microscopy in an increase of 400-1000x, in which the percentage of parasitized 

cells and the mean number of parasites per infected cell were observed to determine the 

infection rate (IR). 

 

AntiLeishmanial efficacy calculation: The results of the bioassays III were used to 

calculate the percentage of efficacy (%E), according to the following formula, where NGC e 

TG are the arithmetic means of parasite viability (%) in the negative control group (NCG) 

and treated groups (TG), respectively (43): 

 

 

Statistical analysis: From the results of bioassay Number I, the inhibitory 

concentrations (IC50) were determined from linear regression. All the observations were 

submitted to Analysis of Variance – ANOVA (p <0.05), in order to identify variations 

between the different treatments tested, in addition to the Tukey‟s test (p <0.05) observed in 

treatments and control. The statistical evaluations proposed were performed using GraphPad 

Prism 6.0 Software. 
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Ensaios pré-clínicos de análogos fluorados da pentamidina na Leishmaniose Cutânea 
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RESUMO 

A utilização da pentamidina no tratamento da Leishmaniose Cutânea Americana (LCA) já é 

indicada em situações onde é observada resistência parasitária aos outros medicamentos. Com 

a emergência de casos de resistência para a maioria dos medicamentos utilizados na LCA, 

inclusive a pentamidina, abordagens que visam a inovação farmacêutica se tornaram ainda 

mais importantes e necessárias. O Flúor (F) é constantemente utilizado na produção de novos 

medicamentos e pode possibilitar a produção de novas pentamidinas com eficácia aumentada 

e efeitos adversos minimizados. Foi avaliado o efeito de duas pentamidinas fluoradas no 

tratamento experimental de camundongos Balb/c infectados por Leishmania (Leishmania) 

amazonensis e por L. (Viannia) guyanensis. Nenhuma das pentamidinas utilizadas no estudo, 

incluindo a formulação comercial, o Pentacarinat
®
, apresentou efeito terapêutico no 

tratamento das lesões por L. (L.) amazonensis, assim como no controle parasitário verificado 

nas impressões em lâmina e no isolamento em cultivo. As lesões por L. (V.) guyanensis 

tiveram redução de 3,88 (5A2F) a 6,00 (5A6F) vezes em relação ao volume das lesões 

iniciais, apresentando redução final em relação ao controle negativo de 3,44 (5A2F) a 6,88 

(5A6F). As taxas de infecção (TI), assim como de viabilidade parasitária (VP), por L. (V.) 

guyanensis foram reduzidas significativamente em relação ao controle negativo após o 

tratamento com as pentamidinas fluoradas, mantendo uma TI de aproximadamente 10% e VP 

de 1 a 3 parasitos/campo. Protocolos que incluam a reaplicação do tratamento ao final dos 30 

dias do tratamento primário poderiam favorecer a completa cura clínica e parasitária nos 

animais infectados por L. (V.) guyanensis. O tratamento para L. (L.) amazonensis não 

demonstrou ser eficaz, o que corrobora com relatos da literatura. 

 

Palavras-chave: Tratamento experimental; Leishmaniose cutânea; 5A2F; 5A6F; Doenças 

Negligenciadas; Flúor. 

 



56 
 

INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença parasitária 

caracterizada por uma variedade de lesões que podem comprometer a pele e mucosas do 

hospedeiro parasitado. Existe uma variedade de espécies do gênero Leishmania que podem 

ser associados a LCA, podendo evoluir para formas graves e desfigurantes em determinados 

casos (SANTOS et al., 2008; BRASIL, 2017). 

O tratamento da LCA vem sofrendo com o crescente número de casos de resistência, 

principalmente em decorrência da seleção de cepas resistentes após falha terapêutica, escolha 

errada do fármaco ou abandono de tratamento. O tratamento a muito tempo se concentrou nos 

antimoniais pentavalentes, tendo o isetionato de pentamidina, a anfotericina B e a anfotericina 

B lipossomal como opções a falta de sensibilidade ao tratamento com os antimoniais 

(BRASIL, 2017; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017). O grande problema 

relacionado a esses tratamentos, e que acaba impulsiona as falhas terapêuticas, é a alta 

toxicidade, efeitos colaterais e eficácia limitada que podem apresentar (MOREIRA; 

GUERRA; PETRILLO-PEIXOTO, 1992; RATH et al., 2003; CROFT; BARRETT; 

URBINA, 2005; BRASIL, 2017). 

Na região Amazônica a espécie mais prevalente é a Leishmania (Viannia) 

guyanensis, a qual é mais sensível a ação da Pentamidina, quando comparado aos antimoniais 

pentavalentes, sendo por esse motivo sugerido por alguns autores (CHAKRAVARTY; 

SUNDAR, 2010; CAMARA COELHO et al., 2011; NEVES et al., 2011; SUNDAR; 

CHAKRAVARTY, 2015), e pelo Ministério da Saúde do Brasil (2017), com a primeira 

escolha no tratamento de LCA por essa espécie (CAMARA COELHO et al., 2011; NEVES et 

al., 2011; BRASIL, 2017). Além disso, a ineficiência do tratamento com antimoniais e os 

custos elevados de outros tratamentos (CAMARA COELHO et al., 2011; NEVES et al., 

2011; SOEIRO et al., 2013; BRASIL, 2017), acabam contribuindo com a maior sugestão da 

pentamidina para tratamento de LCA causadas por algumas espécies do gênero Leishmania 

(CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010; NEVES et al., 2011; BRASIL, 2017). 

A pentamidina, como os outros medicamentos utilizados no tratamento da LCA, é 

associado a alta toxidade e a baixa biodisponibilidade, o que acaba limitando sua eficácia. 

Muitos estudos procuraram evidências de maior eficácia de análogos da pentamidina contra 
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diferentes patógenos, inclusive do gênero Leishmania, que possam estar associados também a 

menor toxidade. Essa busca por análogos é um dos principais caminhos seguidos pela ciência 

para propor novas substâncias com propriedades terapêuticas melhores e mais seguras. 

(JAHNKE et al., 2003). 

Análogos da pentamidina com diferentes heteroátomos na cadeia alifática já foram 

sugeridos na literatura como promissores na buscar por melhor eficácia e biodisponibilidade, 

além de menor toxidade (MACIEJEWSKA et al., 2012; WANG et al., 2014). Dentre os 

diversos heteroátomos possíveis, o Flúor (F) chama a atenção pela sua constante utilização em 

projetos de desenvolvimento de novas drogas, sendo relacionado na literatura com grande 

parte das drogas consideradas de alto desempenho disponíveis no mercado atualmente. Graças 

a características físico-químicas do F foi possível promover mudanças em estruturas químicas 

de substâncias com potencial farmacológico, garantindo a elas uma maior biodisponibilidade, 

uma maior ação nos sítios alvos, além de também ser relacionada à menor toxidade de 

metabólitos secundários (SWINSON, 2005; WANG et al., 2014; ZHOU et al., 2016). 

No presente estudo foi avaliado a atividade de dois análogos fluorados da 

pentamidina, o dicloridrato de 1,5-bis(4-Amidinofenoxi)-3,3-difluoropentano e o dicloridrato 

de 1,5-bis(4-Amidinofenoxi)-2,2,3,3,4,4-hexafluoropentano, identificados como 5A2F e 

5A6F, respectivamente (Figura 15), no tratamento experimental da LCA por L. (L.) 

amazonensis e L. (V.) guyanensis em camundongos Balb/c. 

 

Figura 15: 5A2F = 1,5-bis(4-Amidinofenoxi)-3,3-difluoropentano (A); e 5A6F = 1,5-bis(4-

Amidinofenoxi)-2,2,3,3,4,4-hexafluoropentano (B).  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os ensaios pré-clínicos seguiram as normas do Guia para cuidado e uso de animais 

de laboratório (http://www.cobea.org.br) do Conselho Nacional de Experimentação Animal, 

com parecer do Comitê de Ética no Uso de Animais do INPA aprovando os experimentos (n
o
 

do parecer 008/2015 – ANEXO-B). O Biotério Central do INPA além de fornecer os animais 

necessários a experimentação, também disponibilizou a estrutura para manutenção, infecção e 

tratamento dos animais durante o experimento. 

Foram utilizados camundongos Balb/c com idade de 60 dias e peso médio de 29,6 g, 

acondicionados em gaiolas contendo seis animais, que receberam alimentação e água ad 

libitum. Os animais foram divididos em quatro grupos, com seis animais cada, na seguinte 

disposição: Controle negativo – GCNS (Grupo Controle Negativo com salina); Controle 

positivo – GCPP (Grupo Controle Positivo com Pentacarinat
®

); Grupo experimental 1 – 

GE5A2F; Grupo experimental 2 – GE5A6F. 

 

 

Infecção experimental em camundongos (Mus musculus): 

 

Os animais foram submetidos a infecção por Leishmania (Leishmania) amazonensis 

(MHOM/BR/2009/IM5584) e por L. (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) a partir 

de inoculação subcutânea na pata traseira direita (PTD), utilizando seringa estéril, de 0,10 mL 

de suspensão de amastigotas, ajustada à 10
5
 amastigotas/mL. Os animais infectados foram 

mantidos nas gaiolas, conforme a divisão em grupos, sob os cuidados do biotério central e 

acompanhamento diário para verificação de surgimento de lesões. O tempo médio para 

surgimento das lesões difere entre as espécies avaliadas, sendo verificados após 15 dias de 

inoculação nos animais com L. (L.) amazonensis, e após 30 dias nos animais com L. (V.) 

guyanensis, sendo iniciado o tratamento dos grupos conforme cronograma a seguir (Figura 

16). 
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Figura 16: Cronograma esquemático da experimentação animal. Três séries de tratamento, 

com intervalo de dois dias entre cada uma das séries, com aplicação intramuscular diária de 

11,62 µM/kg/dia do controle positivo e dos tratamentos experimentais, e posterior avaliação 

clínica até completos 30 dias de tratamento. 

 

 

 

Tratamento experimental: 

 

Os animais incluídos no experimento foram tratados a partir de injeção 

intramuscular, utilizando seringas estéreis, de 50 µL do composto testado ressuspendido em 

água estéril para injeção, em três séries aplicações (Figura 16), com intervalo de dois dias 

entre cada série. Ao grupo GCNS foi administrado solução salina, enquanto aos grupos 

GCPP, GE5A2F e GE5A6F foram administrados Pentacarinat
®

, 5A2F e 5A6F, 

respectivamente, em concentrações de 11,62 µM/kg/dia. A dose aplicada foi ajustada de 

acordo com a recomendação do Ministério da Saúde do Brasil (BRASIL, 2017) para o 

tratamento de Leishmaniose Cutânea (LC) em humanos com o Pentacarinat
®
 (4mg/kg/dia) e, 

posteriormente, convertidas para concentração molar para facilitar futuras comparações. 

Após a 1ª aplicação os animais foram acompanhados por 30 dias, a fim de se avaliar 

a evolução clínica da LC nos camundongos, conforme descrito no tópico a seguir, havendo a 

possibilidade de repetição do ciclo de aplicações, e avalição por mais 15 dias, no caso de não 

haver cura clínica em nenhum dos tratamentos. Ao final do tratamento foi realizada a 

eutanásia dos animais, conforme legislação para uso de animais de experimentação e 

aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do INPA, e, após necropsia, 

amostras das lesões foram obtidas para realização de avaliação parasitológica. 



60 
 

Avaliação clínica: 

 

Realizou-se acompanhamento clínico, com aferição dos volumes das lesões nos 

mesmos intervalos, a partir da medida de comprimento e largura da lesão, além do diâmetro 

da pata (comprimento X largura X diâmetro), utilizando paquímetro digital (Zaas Precision/ 

Amatools). O registro fotográfico era realizado após a medida para acompanhar a evolução do 

aspecto morfológico a cada três dias por período de 30 dias após início do tratamento. O 

efeito terapêutico foi classificado por critérios clínicos de cura, melhora e falha avaliados após 

um período de 30 dias, depois de finalizado o tratamento. A cura clínica foi caracterizada 

como cicatrização completa e ausência de eritema, edema e descamação; a melhora foi 

definida como epitelização completa caso a presença de úlceras com persistência dos demais 

sinais flogísticos; a falha caracterizou-se pela ausência de epitelização completa das lesões, 

piora dos sinais inflamatórios, aumento do tamanho da lesão ou aparecimento de lesões 

satélites em relação às lesões primárias. Também foi avaliado o estado geral dos animais 

(desidratação, diarréia, resposta a estímulos, entre outros), além dos pesos corporais, a fim de 

se detectar alguma característica que indicasse debilidade nos indivíduos. 

 

 

Eutanásia dos animais:  

 

Ao final dos tratamentos os animais foram anestesiados (Ketamina e Xylazina) e em 

seguida eutanasiados (Pentobarbital sódico – Difenilhidantoina sódica), de acordo com a 

legislação para uso de animais de experimentação e aprovação pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) do INPA. 
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Avaliação parasitológica: 

 

Após a eutanásia dos animais, ao final do tratamento, foram obtidos fragmentos dos 

locais de inoculação, mesmo nos casos de ausência de lesão. Esses fragmentos foram 

utilizados para confecção de lâminas por método de impressão em lâmina (duplicata), com o 

objetivo de se estabelecer a Taxa de Infecção (TI) de macrófagos, e para cultivo em meio 

bifásico NNN (duplicata), a fim de se determinar a Viabilidade Parasitária (VB). 

As lâminas, após impressão, foram fixadas e coradas com kit Panótico rápido 

(Laborclin
®
, Pinhais, PR, BRA), e então avaliadas sob microscopia óptica, em aumento de 

400-1.000x, onde se determinou o percentual médio de macrófagos parasitados (%MO) como 

indicador da TI. A partir do cultivo em NNN, após incubação por sete dias à 24-26 
o
C, foram 

confeccionadas lâminas para observação a fresco, onde se quantificou o número médio de 

parasitos viáveis por campo, em um total de 100 campos, para a determinação da VB. Todos 

os valores foram expressos em médias com os respectivos desvios padrões. 

 

 

Análise estatística: 

Foi utilizada a Análise de Variância – ANOVA (p<0,05), a fim de se verificar se 

havia diferença significativa entre os tratamentos propostos, incluindo os controles. Os 

resultados para os tratamentos com as pentamidinas fluoradas foram comparados com os 

controles do ensaio (GCNS e GCPP), utilizando teste de Tukey (p<0,05), a fim de se verificar 

diferenças significativas entre cada tratamento e o respectivo controle. Os testes estatísticos e 

os gráficos foram obtidos a partir do Software GraphPad Prism 6.0. 
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RESULTADOS 

 

Os resultados quanto à evolução clínica é um importante parâmetro para a LC, sendo 

descrita no Manual de Vigilância da Leishmaniose Tegumentar (BRASIL, 2017) como um 

objetivo do tratamento tão importante quanto a cura parasitológica. A reepitelização das 

lesões ulceradas e a regressão total da infiltração e eritema são as características descritas pelo 

Manual para cura clínica. Os resultados obtidos apontaram para diferença de sensibilidade 

entre as espécies avaliadas, assim como para a importância do acompanhamento tanto da cura 

clinica como a parasitológica. 

 

 

Respostas ao tratamento experimental: 

 

a) Avaliação clínica: 

 

Os animais não apresentaram sinais clínicos de toxicidade, uma vez que mantiveram 

o aspecto saudável, como vitalidade e resposta a estímulos, durante todo o período de 

experimentação, além de não ter sido registrado óbitos durante o tratamento. Os animais não 

apresentaram perda ou ganho de peso considerável em relação aos controles. 

As lesões cutâneas em camundongos Balb/c, causadas pela infecção por L. (L.) 

amazonensis, evoluíram para um maior volume no final do tratamento, apontando a 

ineficiência de todos os tratamentos administrados (Figura 17). Diante dos resultados foi 

realizada nova aplicação das três séries proposta no experimento, sendo verificado nos 15 dias 

seguintes o agravamento das lesões em todos os tratamentos. Após 45 dias de observação os 

grupos com L. (L.) amazonensis foram encerrados pela ausência de resposta terapêutica 

desejada para todos os tratamentos realizados, onde foi verificado o aumento das lesões no 1º 

dia de tratamento de 0,050 ± 0,008 para 0,685 ± 0,248mm
3
 no GCNS, de 0,078 ± 0,068 para 

0,830 ± 0,236 mm
3
 no GCPP, de 0,078 ± 0,047 para 1,040 ± 0,292 mm

3
 no GE5A2F e de 
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0,056 ± 0,027 para 0,922 ± 0,500 mm
3
 no GE5A6F, não havendo diferença significativa entre 

eles (teste de Tukey, p<0,05). 

A evolução das lesões observadas nos grupos partiu de lesões nodulares, localizadas 

e não ulceradas (Figura 18 A.1, B.1, C.1 e D.1), para lesões extensas, ocupando quase todo o 

dorso da pata, onde é possível observar ulcerações (Figura 18 B.4 e D.4), ao final do 

tratamento, com evolução acelerada a partir do 15º dia de tratamento. 

 

Figura 17: Evolução clínica de lesões cutâneas (mm
3
) em camundongos Balb/c (Mus 

musculus), infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis, tratados com diamidínicos 

fluorados. GCNS = controle negativo; GCPP = controle positivo; GE5A2F = tratamento 

experimental com 5A2F; GE5A6F = tratamento experimental com 5A6F 
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Figura 18: Evolução clínica de lesões em patas de camundongos (Mus musculus), inoculados 

com Leishmania (Leishmania) amazonensis, após tratamento experimental com diamidínicos 

fluorados. GCNS = controle negativo; GCPP = controle positivo; GE5A2F = tratamento 

experimental com 5A2F; GE5A6F = tratamento experimental com 5A6F. As imagens foram 

obtidas no 1º, 15º, 30º e 45º dia de tratamento. 

 

 

 

 

 

 



65 
 

As lesões cutâneas por L. (V.) guyanensis tiveram evolução distinta da descrita para 

L. (L.) amazonensis, onde houve uma evolução no volume da lesão até o 12º dia, em todos os 

tratamentos e controles, havendo uma progressiva redução a partir do 15º dia em todos os 

tratamentos, com destaque para o GCPP, apresentando 100% de resolução da lesão (Figura 

19). Os tratamentos com as pentamidinas fluoradas também reduziram o tamanho da lesão, 

com destaque para o GE5A6F que apresentou redução média de 0,048 ± 0,027 para 0,008 ± 

0,008 mm
3
, enquanto a redução promovida no GE5A2F foi de 0,062 ± 0,040 para 0,016 ± 

0,022 mm
3
, mas não havendo diferença significativa entre eles nem entre eles e o GCPP (teste 

de Tukey, p<0,05) [Figura 19]. 

 

Figura 19: Evolução clínica de lesões cutâneas (mm
3
) em camundongos Balb/c (Mus 

musculus), infectados por Leishmania (Viannia) guyanensis, tratados com diamidínicos 

fluorados. GCNS = controle negativo; GCPP = controle positivo; GE5A2F = tratamento 

experimental com 5A2F; GE5A6F = tratamento experimental com 5A6F. 
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A Figura 20 exemplifica a evolução das lesões observadas nos grupos, partindo de 

lesões nodulares sem ulceração e localizadas nos pontos de inoculação (Figura 20 A.1, B.1, 

C.1 e D.1) para lesões menores, concentrando-se no ponto de inoculação e, às vezes, 

perceptível apenas pelo diâmetro aumentado da pata (Figura 20 A.4, B.4, C.4 e D.4). 

  

Figura 20: Evolução clínica de lesões em focinhos de camundongos (Mus musculus), 

inoculados com Leishmania (Viannia) guyanensis, após tratamento experimental com 

diamidínicos fluorados. GCNS = controle negativo; GCPP = controle positivo; GE5A2F = 

tratamento experimental com 5A2F; GE5A6F = tratamento experimental com 5A6F. As 

imagens foram obtidas no 1º, 9º, 21º e 30º dia de tratamento. 
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b) Avaliação parasitológica: 

 

A partir da análise das lâminas preparadas por impressão foi possível verificar a 

diferença de sensibilidade aos diamidínicos entre as duas espécies. Não houve diferença 

significativa (teste de Tukey, p<0,05) entre os grupos experimentais e os controles, sendo 

observado TI de 98,80 ± 0,08 % no GCNS, 98,40 ± 0,08 % no GCPP, 98,8 ± 1,30 % no 

GE5A2F e 99,00 ± 1,00 % no GE5A6F (Figura 21 A). 

A L. (V.) guyanensis se mostrou mais sensível aos diamidínicos, sendo verificado TI 

inferior nos grupos experimentais, GE5A2F com TI de 8,80 ± 1,64 % e GE5A6F com 12,4 ± 

2,30 %, assim como no GCPP, onde a TI foi de 8,8 ± 2,16 %, em relação GCNS, com TI de 

27,80 ± 5,81 % (Figura 21 B). Não houve diferença significativa entre os grupos 

experimentais e o GCPP (teste de Tukey, p<0,05), enquanto todos os tratamentos 

apresentaram redução significativa em relação ao GCNS (teste de Tukey, p<0,001). 
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Figura 21: Taxa de infecção (TI) em macrófagos obtidos a partir de impressão em lâmina de 

lesões cutâneas por Leishmania (Leishmania) amazonensis (A) e por Leishmania (Viannia) 

guyanensis (B), observados em microscopia óptica, 400-1000x. GCNS = controle negativo; 

GCPP = controle positivo; GE5A2F = tratamento experimental com 5A2F; GE5A6F = 

tratamento experimental com 5A6F; * = diferença significativa entre o tratamento e o GCNS 

(p<0,001) 

 

 

 

As culturas também evidenciaram a viabilidade parasitária das duas espécies em 

todos os tratamentos para L. (L.) amazonensis, onde foram contados mais de 100 

promastigotas/campo, valores idênticos ao GCNS. As culturas para L. (V.) guyanensis tiveram 

contagem de promastigotas de 51 ± 3 por campo no GCNS, enquanto nos grupos GCPP, 

GE5A2F e GE5A6F foram de 2 ± 1 promastigotas/campo, 2 ± 1 promastigotas/campo e 1 ± 1 

promastigota/campo, respectivamente, não havendo diferença significativa entre os grupos 

experimentais e o GCPP (teste de Tukey, p<0,05). 
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DISCUSSÃO 

 

A pesquisa por análogos da pentamidina é realizada a muito tempo por se acreditar 

na possibilidade de obtenção de um novo medicamento que mantenha a eficácia no tratamento 

da Leishmaniose, mas com propriedade farmacológicas melhores, como uma melhor 

biodisponibilidade, menor toxidade e, consequentemente, menos efeitos adversos (BELL et 

al., 1990a; TIDWELL et al., 1990; LINDSAY et al., 1991; JAHNKE et al., 2003; 

BAKUNOVA et al., 2009). Estudos atuais, como o publicado por Comandolli-Wyrepkowski 

et al. (2017), revelam que além da atividade contra parasitos do gênero Leishmania¸ a 

pentamidina apresenta grande versatilidade quanto a formas de administração, como a tópica 

descrita pelos autores, fato que pode ser melhor explorado utilizando novos análogos. 

A investigação de novos análogos pode conferir ao tratamento com os diamidínicos 

mais segurança e a possibilidade de tratamentos experimentais não invasivos para a LC, como 

a via oral, já descrito para a Leishmaniose Visceral (LV) [WANG et al., 2010; ZHU et al., 

2016] e para o Trypanosoma brucei rhodesiense (PATRICK et al., 2013), e a via tópica 

(COMANDOLLI-WYREPKOWSKI et al., 2017). A maioria dos trabalhos voltados a 

pesquisa de novos diamidínicos se concentram na triagem contra Leishmania em modelos de 

experimentação in vitro, onde avaliam o efeito contra promastigotas e/ou amastigota, além de 

toxidade celular (BELL et al., 1990; HUANG et al., 2006; BAKUNOVA et al., 2009; 

VERMA; BHANDARI; NEMA, 2010; TYAGI et al., 2013). A avaliação de análogos de 

pentamidina em modelos in vivo para LC não foram encontrados, havendo apenas a escassa 

literatura voltada, principalmente, à pesquisa de LV. 

Zhu et al. (2016) avaliaram o efeito de diversos mono-arilimidamidas, um análogo de 

diamidinas aromáticas também conhecido como amidinas reversas, em camundongos 

infectados por L. (L.) donovani, espécie utilizada para como modelo para LV, apontando 

redução de 46% na carga parasitária após administração oral, por cinco dias, de 100 

mg/kg/dia de metanossulfonato de picolinimidamida N-(3-isopropoxy-4-(5-fenilfuran-2-

il)fenil), um dos análogos de maior eficácia verificado no experimento. No mesmo estudo foi 

destacada a eficácia in vitro de alguns desse e de outros análogos contra amastigotas de L. (L.) 

donovani e L. (L.) amazonensis. Wang et al. (2010), também avaliando derivados de 

arilimidamidas, observou redução da carga parasitária em órgãos internos de hamsters e 
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camundongos infectados com L. (L.) donovani variando de 71 a 92%, dependendo do órgão, 

em um protocolo de tratamento oral de 100 mg/kg/dia por cinco dias. 

Ensaios terapêuticos com a pentamidina no tratamento em animais experimentais 

infectados com outros tripanossomatídeos também são mais comuns do que aquelas que 

demonstram a atividade sobre leishmânias. Mathis et al. (2006), avaliando o efeito da 

furamidina, um análogo diamidínico, verificaram que em aplicação única, por via intravenosa, 

de 10 µM/kg de alguns desses diamidínicos levaram a cura (sobrevida sem parasitemia por 60 

dias após o tratamento) camundongos infectados com T. b. brucei em tratamentos 

experimentais, fato que o isetionato de pentamidina não conseguiu, utilizando a mesma dose e 

via. 

Patrick et al. (2013) verificaram a atividade de derivados da pentamidina no 

tratamento experimental de camundongos infectados por T. b. rhodesiense, tratados oralmente 

por quatro dias com 25 mg/kg e intraperitonealmente por quatro dias com 5 mg/kg, obtendo 

cura em 100 e 75% dos casos, respectivamente. No mesmo estudo foi destacado a eficácia de 

alguns dos análogos em modelos in vitro para amastigotas axênicos de L (L.) donovani, além 

de Plasmodium falciparum. Batista et al. (2010), avaliando o efeito de 100mg/kg/dia, por 5 

dias, de arilimidamidas DB766 sobre Trypanosoma cruzi, também verificou redução na taxa 

de parasitemia nos animais infectados.  

Os resultados aqui apresentados apontam para a eficácia do tratamento contra a 

espécie L. (V.) guyanensis, corroborando com resultados já publicados que indicam uma 

maior sensibilidade dessa espécie à pentamidina (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). Vale 

destacar que a ineficácia do tratamento com o isetionato de pentamidina (Pentacarinat
®
) 

contra espécies de L. (L.) amazonensis, já foi descrita na literatura (BASSELIN et al., 2002; 

COELHO et al., 2007, 2008), o que poderia justificar os resultados negativos de todos os 

tratamentos propostos para essa espécie, inclusive o controle positivo.  

Todos os estudos descritos avaliaram análogos diamidínicos que apresentam cadeia 

alicíclica entre os benzenos, além de não haver referências à avaliação de análogos com flúor 

em sua composição. O Flúor, como revisa Swinson (2005) e Wang et al. (2014), confere 

várias vantagens estruturais, graças a características físico-químicas próprias desse elemento, 

a estruturas de compostos com potencial terapêutico, e ficou demonstrado nessa avaliação 

experimental contra a espécie L. (V.) guyanensis que ambos análogos fluorados, com destaque 
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para o 5A2F, apresentaram eficácia semelhante ao do tratamento com o isetionato de 

pentamidina (teste de Tukey, p<0,05), o medicamento indicado para o tratamento de LCA por 

essa espécie.  

O presente estudo é o primeiro relato de aplicação em modelo in vivo de análogo 

diamidínico com cadeia alifática contra diferentes espécies de Leishmania com importância 

epidemiológica para LCA, além de ser primeira descrição da aplicação terapêutica 

experimental de análogos fluorados nessas mesmas condições. Todos esses protocolos para 

outras espécies e a ausência de estudos in vivo, sobretudo para as espécies L. (L.) amazonensis 

e L. (V.) guyanensis, enfatizam a importância do presente estudo, que além de evidenciar a 

eficácia de dois análogos fluorados no tratamento experimental da LCA, é o primeiro relato 

desse tipo de análise in vivo, envolvendo duas espécies de Leishmania de subgêneros 

distintos. 
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CAPÍTULO 3 

Avaliação da atividade leishmanicida de Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas (NIB) à 

base de óxidos de Nióbio e Tântalo. 
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RESUMO 

A Leishmaniose Cutânea Americana (LCA) é uma parasitose causada por protozoários do 

gênero Leishmania e que se caracteriza por lesões cutâneas ou mucosas de gravidade variável. 

A terapêutica da LCA vem sofrendo com a emergência de casos resistentes e problemas 

relacionados a efeitos adversos e toxidade dos medicamentos utilizados. A nanotecnologia 

possibilita a inovação terapêutica possibilitando produtos mais eficazes, com efeito 

prolongado e utilizando menores concentrações de princípios ativos, o que, 

consequentemente, diminui a produção de metabólitos secundários. Nesse estudo foram 

sintetizados e caracterizados Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas (NIB) de nióbio (Nb) e de 

tântalo (Ta), utilizando metodologia “verde”, os quais foram avaliados em modelos in vitro 

contra promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e por L. 

(Viannia) guyanensis, além de macrófagos peritoneais murinos, para verificação de toxidade 

celular. Foram obtidos nanomateriais estáveis em hidrosóis, apresentando a NIB-Nb tamanho 

médio de 76,53 nm e a NIB-Ta 19,22 nm, medidos por DSL. A NIB-Ta se destacou em todos 

os tratamentos contra promastigotas e amastigotas, apresentando eficácia maior que o 

Glucantime
®
 na maioria das situações avaliadas, enquanto a NIB-Nb teve eficácia maior 

contra L (V.) guyanensis. As duas NIB aumentaram a atividade celular, demonstrado não 

serem tóxicas para macrófagos murinos, obtendo resultados superiores aos do Glucantime
®
. 

Os resultados são promissores e apontam para dois novos materiais com potencial aplicação 

na terapêutica da LCA, mas estudos complementares que envolvam atividade pró-inflamatória 

e que sejam executados em modelos in vivo são necessários para confirmar essa eficácia. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose, Nanotecnologia, NP, NIB, Nb, Ta, Doença Negligenciada. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os antimoniais pentavalentes foram a principal indicação terapêutica nas últimas 

nove décadas (RATH et al., 2003; CROFT; BARRETT; URBINA, 2005; CHAKRAVARTY; 

SUNDAR, 2010), para o tratamento da Leishmaniose Cutânea Americana (LCA), doença 

parasitária promovida pela infecção por protozoários do gênero Leishmania (SANTOS et al., 

2008). Com incidência média anual de mais de 50 mil (OPAS/OMS, 2016) a situação 

epidemiológica se agrava em decorrência do aumento de casos de resistência, principalmente 

em decorrência de falhas terapêuticas (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; 

PAPADOPOULOU, 2004; AMATO et al., 2007; DUTHIE et al., 2012).  

Os antimoniais, assim como as opções ao seu tratamento, como o isetionato de 

pentamidina, anfotericina B, anfotericina B lipossomal ou mitelfosina, (PAN AMERICAN 

HEALTH ORGANIZATION, 2017), apresentam alta toxicidade, diversidade de efeitos 

colaterais e eficácia limitada a algumas espécies, fatores que impulsionam as falhas 

terapêuticas (MOREIRA; GUERRA; PETRILLO-PEIXOTO, 1992; RATH et al., 2003; 

CROFT; BARRETT; URBINA, 2005; BRASIL, 2017). 

Inovações farmacêuticas são possibilitadas pela nanotecnologia, podem possibilitar o 

desenvolvimento de novas terapias a base de drogas já existentes ou de novos princípios 

ativos, que por algum motivo, geralmente a toxidade, inviabilizam as suas administrações. A 

grande vantagem nesse tipo de abordagem é a possibilidade de controle na liberação e de 

direcionamento dos fármacos, o que poderia aumentar a eficácia dos tratamentos, os quais 

poderiam ser realizados com concentrações menores de princípio ativo, diminuído a toxidade, 

a produção de metabólitos secundários indesejados e, consequentemente, os efeitos adversos 

(SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010; BHARDWAJ; SAUDAGAR; DUBEY, 

2012; SINGH et al., 2012). 

A escolha dos princípios ativos é o ponto de partida no desenvolvimento desses 

novos produtos em escala nanométrica. O Antimônio (Sb), princípio ativo do Glucantime
®
, 

antimonial pentavalente utilizado no tratamento de LCA, já foi utilizado em sistemas 

nanométricos e nanopartículas, sendo evidenciada atividade leishmanicida, entre outros 

protozoários (PIMENTEL et al., 2007; SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010; 

ALLAHVERDIYEV et al., 2011; BHARDWAJ; SAUDAGAR; DUBEY, 2012; 
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RAMEZANI; JEBALI; KAZEMI, 2012; JEBALI; KAZEMI, 2013; FRANCO et al., 2016). 

Partindo do princípio de que a atividade do Sb sobre os protozoários é decorrente de suas 

propriedades físico-químicas, assim como de outros metais já descritos na literatura em 

sistemas nanométricos, existe uma grande chance de sucesso em se explorar novos metais e 

semimetais como princípios ativos, assim como novas matrizes que possam ser associadas a 

eles (CHELLAN; SADLER, 2015; SAGHIRI et al., 2016). Diante disso, elementos como o 

Nióbio (Nb) e o Tântalo (Ta), pouco explorados quanto ao potencial terapêutico e com 

grandes reservas no Brasil, podem apresentar atividade leishmanicida explorável pela 

indústria farmacêutica, não havendo apenas trabalhos que evidenciam alguns efeitos celulares 

promovidos por eles (CHELLAN; SADLER, 2015; SAGHIRI et al., 2016), mas sem 

referências quanto a atividade deles no tratamento da LCA, assim como sobre protozoários do 

gênero Leishmania. 

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi sintetizar, caracterizar e avaliar a 

eficácia de Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas (NIB) à base de óxidos de Nióbio e de 

Tântalo contra Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis. 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Síntese de Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas (NIB) à Base de Óxidos de 

Nióbio e Tântalo [Patente solicitada: INPA n
o
 de Registro]:  

 

As NIB foram sintetizadas por uma abordagem “bottom-up” (tradução livre: de baixo 

para cima; i.e. da molécula à nanopartícula), utilizando metodologia “one-pot”, em meio 

aquoso, podendo ser realizado à temperatura ambiente e ao ar livre. O processo de síntese e 

detalhes técnicos está em processo de patenteamento (solicitação de patente – ANEXO-B), 

mas de maneira geral consistiu na obtenção dos óxidos metálicos, com a posterior formação 

da nanomatriz inorgânica. 
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Caracterização físico-química das Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas (NIB) à 

Base de Óxidos de Nióbio e Tântalo: 

 

As NIB de Nb e Ta foram caracterizadas quanto ao tamanho da partícula, por 

dispersão dinâmica de luz laser (DLS) e microscopia eletrônica de transmissão (MET), e 

quanto a sua carga elétrica, a partir da aferição do potencial Zeta (ζ-Potential). O DSL e o 

Potencial Zeta foram aferidos no equipamento Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd., 

Filadelfia, PA), enquanto as microfotografias foram obtidas a partir de microscópio eletrônico 

de transmissão FEI TECNAI G12 Spirit-Twin, equipado com um fundo montado com câmera 

FEI CCD Eagle-4k (Eindhoven, Holanda). 

 

 

Avaliação da eficácia leishmanicida: 

 

A eficácia antiprotozoária das NIB de Nb e Ta foram avaliadas em bioensaios 

utilizando promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis 

(MHOM/BR/2009/IM5584) e Leishmania (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). Os 

protozoários foram cultivados em garrafas para cultivo celular contendo meio Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI 1640 - Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), suplementado 

com soro fetal bovino inativado (SFBi) e 50 µg/mL de gentamicina. A replicação parasitária 

foi avaliada depois de incubação à 24 
o
C, em intervalos de oito horas, com a finalidade de 

obter parasitas na fase estacionária 2 (platô) da curva de crescimento, parâmetro utilizado para 

a escolha dos parasitos que foram utilizados nos bioensaios. Os bioensaios foram divididos 

em três etapas: atividade contra promastigotas (Bioensaio I); Citotoxidade em macrófagos 

murinos (Bioensaio II); e atividade contra amastigotas (Bioensaio III). 
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Bioensaio I - atividade contra promastigotas de Leishmania: 

 

Meio RPMI-1640 foi suplementado com diferentes concentrações das NIB 

propostas, NIB-Nb e NIB-Ta, do controle positivo (Glucantime
®
), além de um controle 

negativo com solução salina 0.8%, os quais foram distribuídos em placas de 96 poços. Todos 

os tratamentos foram realizados seguindo modelo de diluição seriada, com concentração 

inicial de 15 µM/mL e final de 0,12 µM/mL. Suspenções parasitárias, ajustadas à 2x10
5
 

parasitos/mL, foram preparadas para cada espécie de Leishmania proposta, sendo adicionadas 

as placas contendo os tratamentos. As placas foram incubadas à 24-26 
o
C, e analisadas após 

24 e 48 horas quanto a viabilidade parasitária, utilizando como parâmetros a motilidade 

flagelar e dano a membrana plasmática, evidenciados em câmara de Neubauer, sob 

microscopia óptica em 400x, após coloração com Azul de Trypan (Trypan Blue 0.5% - 

EUROCLONE, Pero, MI, ITA). 

 

 

Bioensaio II - Citotoxidade em macrófagos murinos: 

 

Macrófagos obtidos de camundongos BALB/c (Mus musculus) por lavagem 

peritoneal com meio RPMI-1640, suplementado com 10% de SBFi, foram utilizados na 

preparação de suspensão celular, ajustada à 1x10
4
 macrófagos/mL, e depois distribuídos em 

placas de 96 poços. As células foram incubadas à 37 
o
C / 5% de CO2 durante 24 horas, para 

adesão das células à superfície da placa de poliestireno. Após a incubação, o volume dos 

poços foi descartado, permanecendo apenas os macrófagos aderidos, e foram adicionadas as 

NIB e controles (positivo e negativo), conforme descrito para o Bioensaio I, obedecendo ao 

gradiente de concentração de 15,00 µM/mL (concentração inicial) até 0,12 µM/mL (menor 

concentração), em RPMI-1640 suplementado com 10% de SBFi. As placas foram então 

incubadas (37 
o
C / 5% de CO2) e analisadas após 24 e 48 horas de tratamento. A citotoxidade 

foi avaliada após a adição de 10 μL de resazurina (3 mM), reagente Alamar Blue
®

 (Alamar 

Blue Cell Viability Reagent - Invitrogen™, Eugene, OR, USA) a cada poço,  e incubação (37 

o
C / 5% CO2) por 4 h. Após este período, a absorbância de cada tratamento foi medida em um 
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leitor de microplacas no comprimento de onda de 570 nm, os valores observados nos 

tratamentos foram comparando com os da curva de controle, estabelecidos a partir das 

medidas do controle negativo para viabilidade celular (poços sem células) e controle positivo 

para viabilidade celular (poços contendo células não tratadas) para determinar a porcentagem 

de atividade celular (RODRIGUES, 2009). 

 

 

Bioensaio III - atividade contra amastigotas de Leishmania: 

 

Macrófagos obtidos de camundongos BALB/c (Mus musculus) por lavagem 

peritoneal com meio RPMI-1640, suplementado com 10% de SBFi, foram utilizados na 

preparação de suspensão celular, ajustada à 1x10
4
 macrófagos/mL, e depois distribuídos em 

uma placa de 24 poços, contendo lamínulas de vidro em seu interior, em volume total de 1 

mL/poço. Após incubação por 24 horas à 37 
o
C / 5% CO2, o volume dos poços foi descartado, 

mantendo apenas as lamínulas onde os macrófagos estavam aderidos, e adicionado a cada 

poço 1 mL de suspensão parasitária [promastigotas de L. (L.) amazonensis ou L. (V.) 

guyanensis] em RPMI (+10% SBFi), ajustado à 1x10
5
 parasitos/mL, para promover a 

infecção dos macrófagos e o consequente desenvolvimento das formas amastigotas após nova 

incubação (34 
o
C / 5% CO2). Após o período de infecção, o volume dos poços foram 

descartados e, após sucessivas lavagens com solução salina (0,8%), foi adicionado 1 mL de 

solução dos compostos (NIB-Nb e NIB-Ta), do controle positivo (Glucantime
®
) e do controle 

negativo (solução salina 0,8%), em RPMI, ajustados às concentrações de 6,00 a 0,38 µM/mL, 

a cada poço. As placas foram incubadas à 37 
o
C / 5% CO2 por 24 e 48 horas, e após cada 

período de incubação, os volumes eram descartados, as lamínulas lavadas com solução salina 

(0,8%) e o material celular aderido a lamínula fixada e corada utilizando kit de coloração 

Panótica (Panótico Rápido – Laborclin
®

 produtos para laboratórios Ltda, Pinhais, PR, BRA). 

As lamínulas foram fixadas em lâminas de vidro e analisadas sob microscopia óptica, em 

aumento de 400-1000x, onde a porcentagem de células parasitadas e o número médio de 

parasitas por célula infectada foram observados para determinar a taxa de infecção (TI). 
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Percentual de Eficácia (%E) Leishmanicida: 

 

Os resultados do Bioensaio III foram utilizados para calcular o %E, de acordo com a 

fórmula a seguir, onde NGC e TG são as médias aritméticas da viabilidade parasitária (%) no 

controle negativo (NCG) e nos grupos tratados (TG), respectivamente (COLES et al., 1992): 

 

 

 

Análise Estatística: 

 

A partir dos resultados do Bioensaio I foram determinadas as Concentrações 

Inibitórias para 50% (CI50) por regressão linear. Todos os resultados observados foram 

submetidos a Análise de Variância – ANOVA (p < 0,05), utilizado para identificar variação 

entre os diferentes tratamentos propostos. Também foi realizado teste de Tukey (p < 0,05) 

para apontar diferenças significativas entre os tratamentos e os controles, positive e negativo. 

As avaliações estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6.0. 

 

 

RESULTADOS 

 

Os resultados descrevem a obtenção de dois produtos a base de óxido de Nióbio e de 

óxido de Tântalo em escala nanométrica, conforme caracterização descrita a seguir, os quais 

foram utilizados para se estimar a eficácia de suas ações contra diferentes formas evolutivas 

de espécies diferentes de protozoários do gênero Leishmania. Todos os resultados da 

atividade leishmanicida foram comparados aos obtidos com o tratamento com antimoniato de 
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meglumina (Glucantime
®
), droga de escolha para o tratamento de LCA no Brasil e outros 

países da América. Os resultados apontaram para uma atividade leishmanicida maior do Ta, 

em relação ao Nb, assim como a não citotoxidade dos produtos contra macrófagos peritoneais 

murinos. 

 

 

Síntese e caracterização das Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas (NIB): 

 

As NIB obtidas ficaram dentro da escala nanométrica desejada para os fins propostos 

(NIB < 100 nm), contendo de 99-100% das NIB-Nb tamanho médio de 76,53 ± 1,00 nm e 73-

84% das NIB-Ta tamanho médio de 19,22 ± 0,24 nm (Figura 22). Os potenciais Zeta médios 

foram de 19,63 ± 0,65 para a NIB-Nb e de 22,57 ± 1,10 mV para a NIB-Ta. 

As imagens obtidas a partir de MET evidenciam NIB-Ta bem formadas, com 

uniformidade estrutural e de tamanho, enquanto as NIB-Nb apresentaram variação nesses 

parâmetros. A média de tamanho contrastou com a obtida por DSL, como podemos observar 

na Figura 23, tendo as NIB-Nb tamanho médio de 47,75 ± 7,26 nm, enquanto as NIB-Ta 

apresentaram tamanho médio de 35,33 ± 1,83 nm. 
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Figura 22: Tamanho de partícula estimada por dispersão de luz (DSL). A = NIB-Nb; B = 

NIB-Ta. As curvas em cores diferentes representam as réplicas usadas na leitura. Size = 

Tamanho; Intensity = Intensidade; d.nm = diâmetro em nanômetros. Gráfico gerado no 

Zetasizer software 7.11. 
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Figura 23: Fotomicrografias das NIB-Nb (A) e NIB-Ta (B) obtidos a partir de microscopia 

eletrônica de transmissão. NIB = Nanomatriz Inorgânica Bioativa. Escala (A) = 100 nm; 

Escala (B) = 50 nm. 

 

 

 

Atividade Leishmanicida – ensaio contra promastigotas: 

 

A susceptibilidade das duas espécies, na forma promastigotas, foi maior para a NIB-

Ta, quando comparado a NIB-Nb (Figura 24). A NIB-Nb estimulou a replicação dos 

protozoários das duas espécies desde as maiores concentrações, tendo efeito estimulante 

aumentado quando a concentração era reduzida. 

A atividade da NIB-Ta foi semelhante ao do Glucantime
®
 em todas as concentrações 

contra L. (L.) amazonensis em 24 horas exposição e em concentrações superiores a 0,94 

µM/mL após 48 horas de exposição dessa mesma espécie. Quando comparado o efeito da 

NIB-Ta com o do Glucantime
®
 sobre L. (V) guyanensis, não é possível verificar diferença 

significativa (teste de Tukey, p<0,05) entre os tratamentos após 24-48 horas. 

A NIB-Nb provocou aumento da replicação parasitária de L. (L.) amazonensis, se 

destacando em relação ao controle negativo em concentrações inferiores a 3,75 µM/mL, após 

24 horas de exposição, e em concentrações menores que 7,50 µM/mL, após 48 horas (Figura 

24 A.1 e A.2). 
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O efeito da NIB-Ta também foi melhor contra a espécie L. (V) guyanensis, quando 

comparada a NIB-Nb, mas diferente do efeito estimulatório que a NIB-Nb teve sobre a L. (L.) 

amazonensis, com contagem de protozoários maior que o controle negativo (Figura 24 A.1 e 

A.2), esta apresentou efeito inibitório sobre a L. (V) guyanensis após 24 horas de exposição, 

em todas as concentrações, quando comparado ao controle negativo (Figura 24 B.1), 

mantendo o efeito inibitório após 48 horas de exposição apenas nas concentrações superiores 

a 1,97 µM (Figura 24 B.2). 
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Figura 24: Atividade leishmanicida de NIB contra promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (A) e Leishmania (Viannia) 

guyanensis (B). A.1 e B.1 = 24 horas; A.2 e B.2 - 48 horas. C(-) = Controle negativo (solução salina); NIB = Nanomatriz inorgânica bioativa; Nb 

= Nióbio; Ta = Tântalo. 
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Citotoxidade: 

 

As NIB de Nb e Ta estimularam a atividade celular, mantendo-se superiores ao 

observado no controle negativo após 24 horas de exposição (teste de Tukey, p<0,001) [Figura 

25 A]. A NIB-Nb apresentou, em média, 40% de atividade celular superior ao controle 

negativo em todas as concentrações após 24 horas. Apenas o Glucantime® apresentou 

atividade celular menor que o observado no controle negativo, mas essa redução não foi 

significativa em relação ao controle negativo na grande maioria das concentrações após 24 

horas. 

Após 48 horas de exposição à concentrações a partir de 7,50 µM/mL da NIB-Nb 

ocorreu redução na atividade celular em relação ao controle negativo, mas em concentrações 

inferiores a 7,50 µM/mL essa NIB estimulou a atividade celular em relação ao mesmo 

controles (teste de Tukey, p<0,001). A NIB-Ta não apresentou redução de atividade celular 

significativa em relação ao controle negativo na maioria das concentrações avaliadas, com 

exceção de 15,00 e 7,50 µM/mL (teste de Tukey, p<0,001), enquanto o Glucantime
®
 reduziu a 

atividade celular, em relação ao controle negativo em todas as concentrações testada (teste de 

Tukey, p<0,05-0,001) [Figura 25 B]. 
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Figura 25: Citotoxidade em macrófagos peritoneais murinos após exposição as nanomatrizes 

(NIB) por 24 (A) e 48 horas (B). “*” = diferença significativa entre o tratamento e o controle 

negativo; “*” = diferença significativa entre o tratamento e o controle positivo (Glucantime
®
). 

*, **, *** e **** = p <0,05, p <0,01, p <0,005 e p <0,001, respectivamente (teste de Tukey). 
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Atividade Leishmanicida – ensaio contra amastigotas: 

 

As NIB se destacaram quanto à redução da taxa de infecção (TI) em relação ao 

Glucantime
®
 em todos os tratamentos propostos para as duas espécies de Leishmania. Contra 

L. (L.) amazonensis a NIB-Ta apresentou menor TI em todas as concentrações em relação ao 

Glucantime
®
 após 24-48 horas de exposição (teste de Tukey, p<0,001), enquanto a NIB-Nb 

apenas na concentração de 1,50 µM/mL, após 24 horas de exposição, e em 3,00 e 1,50 

µM/mL, após 48 horas de exposição (Figura 26 A.1 e A.2). 

A redução na taxa de infecção por L. (V.) guyanensis foi maior em todas as 

concentrações utilizadas das duas NIB (Nb e Ta) em relação ao Glucantime
® 

(teste de Tukey, 

p<0,001), não havendo diferença significativa entre a NIB-Nb e NIB-Ta, nas exposições por 

24 e 48 horas (Figura 26 B.1 e B.2) 

O número de amastigotas por macrófago parasitado variou entre 1 a 3 amastigotas 

por macrófagos, nas duas espécies e nos dois períodos de exposição propostos, não havendo 

diferença significativa entre os valores observados nos tratamentos e nos controles negativos 

(teste de Tukey, p<0,05).  

A redução das TI dos macrófagos pelas duas espécies propostas, após o tratamento 

com as NIB de Nb e Ta evidenciaram a maior eficácia dessas NIB em relação ao Glucantime
®

 

(Figura 27). Apesar das NIB se destacarem em relação ao Glucantime
® 

em todos os 

tratamentos e após 24-48 horas de exposição do L. (V.) guyanensis (teste de Tukey, p<0,001) 

[Figura 27 B.1 e B.2], o NIB-Ta apresentou maior eficácia contra a espécie L. (L.) 

amazonensis, onde teve eficácia maior em todos os tratamentos, em relação ao Glucantime
®
 e 

a NIB-Nb, após 24 horas de exposição (teste de Tukey, p<0,001), e melhor eficácia que o 

Glucantime
®
 em todos os tratamentos após 48 horas de exposição, comparável nesse cenário 

apenas a eficácia da NIB-Nb (teste de Tukey, p<0,001) [Figura 27 A.1 e A.2]. 
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Figura 26: Taxa de infecção (TI) de macrófagos por amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (A) e Leishmania (Viannia) 

guyanensis (B). A.1 e B.1 = 24 horas; A2 e B.2 = 48 horas. "*" = diferença significativa (teste de Tukey, p<0,05) entre os tratamentos e o 

controle positivo (Glucantime
®
).  
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Figura 27: Percentual de Eficácia (%E) das NIB sobre macrófagos parasitados com Leishmania (Leishmania) amazonensis (A) e Leishmania 

(Viannia) guyanensis (B). A.1 e B.1 = 24 horas; A2 e B.2 = 48 horas. "*" diferença significativa (teste de Tukey, p<0,05) entre tratamentos e o 

controle positivo (Glucantime
®
). 
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DISCUSSÃO 

 

A literatura já descreveu inúmeros processos de obtenção de nanomateriais de nióbio 

e de tântalo, mas a maioria deles sem uma potencial aplicação terapêutica. Rani et al. (2014) 

revisou vários métodos de preparação de nanopartículas de óxido de nióbio (Nb2O5), mas os 

materiais não são hidrossolúveis, o que restringe a sua atividade biológica e consequente 

biodisponibilidade em possíveis aplicações terapêuticas. As nanomatrizes bioativas descritas 

no presente estudo foram preparadas e estabilizadas em hidrosóis e, consequentemente, 

hidrossolúveis, apresentando assim as características necessárias a aplicações e usos 

terapêuticos, apresentando, conforme descrito nos resultados, potencial para aplicação na 

LCA. Uekawa et al. (2003) descreveu processo de preparação de nanopartículas de óxido de 

nióbio (Nb2O5) por precipitação, separação e purificação do precipitado, seguidos por 

peptização com o peróxido de hidrogênio à temperaturas de 75 – 95 
o
C. Além de consistir em 

um processo complicado que envolve várias etapas, inclusive a separação e purificação de 

fases diferentes, a metodologia proposta no artigo utiliza reagentes nocivos e até explosivos à 

temperaturas elevadas, o que pode provocar grandes riscos para trabalhadores e meio 

ambiente, não sendo destacada no trabalho nenhuma atividade potencial dos produtos contra 

qualquer protozoário. 

Oh et al. (2011) descreve procedimento da síntese em microemulsão, modificação 

superficial “one-pot” e aplicação do material à base de nanopartículas do óxido do tântalo 

(TaOx) bioinerte para tomografia e visualização por raio X, não sendo descrito atividade 

terapêutica que possa ser associada a essas partículas. Bonitatibus, Jr. et al. (2010) também 

dedicou uma publicação a descrição da obtenção e caraterização de nanopartículas do óxido 

de tântalo (V), mas também como agente de contraste para tomografia por raio X, sem 

aplicação terapêutica definida. As nanopartículas, nesse relato, são obtidas a partir de um 

precursor organometálico em meio misto de solventes orgânicos e aquosos, sob uma 

atmosfera controlada. Kominami et al. (2001) descreve a obtenção de material sólido 

nanoparticulado, obtido por tratamento térmico da solução orgânica do precursor 

organotantálico, consistindo em NP de Ta2O5 nanoparticuladas, não hidrossolúvel e sem 

nenhuma atividade biológica. 
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As nanomatrizes propostas nesse estudo diferem dos outros exemplos dados para 

obtenção de nanomateriais à base de óxidos de Nb e de Ta, principalmente, por serem obtidos 

por uma abordagem “bottom-up” (tradução livre: de baixo para cima; i.e. da molécula à 

nanopartícula), num procedimento “one-pot”, em meio aquoso, que pode ser realizado à 

temperatura ambiente e ao ar livre. Além disso, a tecnologia para a produção das NIB pode 

ser considerada “verde”, em relação às citadas, porque permite a economia considerável de 

materiais e energia, não produzem produtos colaterais e rejeitos que contaminam o meio 

ambiente, além de terem demonstrado aplicabilidade terapêutica e potencial leishmanicida.  

Relatos de atividade leishmanicida de NP ou outros nanomateriais a base de óxidos 

de Nb ou de Ta contra espécies envolvidas na LCA não foram encontrados na literatura até o 

presente momento. O nióbio vem sendo estudado quanto ao potencial de promoção de 

angiogênese, mobilização de resposta celular e indução de inflamação (SAGHIRI et al., 

2016), além de ser relacionado como um potencial princípio ativo na produção de antivirais 

(CHELLAN; SADLER, 2015), mas não tem aplicações descritas no controle de parasitos, 

como os da Leishmania. Já Tântalo, o qual também não tem relatos de atividade terapêutica 

antiparasitária descrita, vem sendo pesquisado para cânceres, como marcador para diagnóstico 

e para ação local nas células de replicação acelerada (JIN et al., 2015). Caballero; Salas; 

Sánchez-Moreno, (2014) destacou em extensa revisão sobre aplicabilidade bem sucedida de 

complexos metálicos no controle da Leishmania em modelos in vitro, mantendo índices de 

citotoxidade baixíssimas, que produtos que apresentam potencial anticancerígeno podem 

demonstrar potencial contra leishmânias, principalmente pelo seu acelerado processo 

replicativo (CABALLERO; SALAS; SÁNCHEZ-MORENO, 2014). 

Resultados in vitro contra duas espécies de subgêneros distintos e em formas 

evolutivas também distintas não foram encontrados para traçar uma comparação mais 

adequada. Entretanto, outras nanopartículas metálicas foram testadas contra L. (L.) 

amazonensis e demonstraram efeito leishmanicida satisfatório, em relação ao controle 

utilizado. Franco et al. (2016) demonstraram o efeito até três vezes maior das NP de óxido de 

antimônio sobre promastigotas de L. (L.) amazonensis, em relação ao Glucantime
®
, droga 

utilizada como controle. Fanti et al. (2018) descreveu efeito leishmanicida em formas 

promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis após tratamento com NP de prata obtidas 

por biossíntese do Fusarium oxysporium, destacando que além do efeitos contra as diferentes 
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formas do protozoário, não observaram aumento da síntese de imunomoduladores que 

poderiam induzir inflamação, efeito indesejado no tratamento da LCA.  

Jebali; Kazemi (2013) demonstraram o efeito de NP dos óxidos metálicos de titânio 

(NP-TiO2), de zinco (NP-ZnO) e de magnésio (NP-MgO) sobre L. (L.) major em modelos in 

vitro, onde foi evidenciado uma menor viabilidade celular, proliferação parasitária, 

infectividade e índice de infecção, quando os protozoários eram expostos as NP, com eficácia 

maior do que as observadas no controle. No mesmo estudo foi demonstrada a mesma ação de 

NP de prata (NP-Ag) de ouro (NP-Au), as quais foram apontadas com as mais eficazes dentre 

todas as avaliadas. Os pesquisadores apontaram uma alta toxidade celular sobre macrófagos 

quando expostos a essas NP (NP-TiO2, NP-ZnO, NP-MgO, NP-Ag e NP-Au), fato pelo qual 

fizeram ressalvas quanto à possibilidade de aplicação. Em nosso estudo observamos a alta 

eficácia das NIB de Nb e de Ta, associadas à baixa toxidade celular, o que nos garante uma 

segurança maior em ensaios futuros em modelos in vivo. 

Outros exemplos de nanomateriais também já foram descritos, como o relato de 

Sharifi et al. (2018), que destacaram o efeito de nanopartículas de sulfeto de zinco (ZnS), 

obtido por biossíntese a partir de Phoenix dactylifera, sobre promastigotas e amastigotas de 

Leishmania (Leishmania) major, onde visualizaram uma atividade duas vezes maior do 

Glucantime
®
 em relação as NP-ZnS, não sendo considerado citotóxico, de acordo com os 

resultados colorimétricos obtidos para macrófagos murinos. No presente estudo também foi 

verificado a falta de toxidade celular mensurável pelas mesmas técnicas colorimétricas, mas 

destacamos que o efeito das NIB de Nb e Ta, principalmente contra os amastigotas, foi mais 

eficácia do que o Glucantime
®
, principalmente contra a L. (V.) guyanensis (Figura 26). 

A revisão da literatura deixa evidente que os dados obtidos no presente estudo foram 

satisfatórios, visto que teve alta eficácia em comparação ao controle positivo e teve baixa ou 

nula toxidade celular, principais objetivos de outros trabalhos já discutidos. O que destaca a 

importância dos nossos resultados é a possibilidade de ação de um mesmo produto contra 

espécies diferentes e com sensibilidades diferentes, dado não observado nas fontes 

consultadas até o momento. Destacamos que pela possibilidade de resposta inflamatória, que 

esses materiais possam promover, dado já descrito para o Nb, modelos e aplicações em 

cobaias devem ser planejadas com cautela, a fim de se observar o efeito leishmanicida 

explicitado nos resultados dessa pesquisa. 
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RESUMO 

A Leishmaniose Cutânea Americana (LCA) é uma parasitose causada por protozoários do 

gênero Leishmania e que se caracteriza por lesões cutâneas ou mucosas de gravidade variável. 

A terapêutica da LCA vem sofrendo com a emergência de casos resistentes e problemas 

antigos relacionadas aos medicamentos utilizados no tratamento, como a elevada toxidade e 

número de efeitos adversos. A nanotecnologia possibilita a inovação terapêutica, uma vez que 

pode produzir efeitos mais eficazes e prolongados utilizando novos produtos, ou aqueles que 

apresentam toxidade alta, em concentrações bem inferiores as usuais. Nesse estudo foram 

avaliadas Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas (NIBs) de nióbio e de tântalo quanto ao efeito 

no tratamento experimental de Hamster (Mesocricetus auratus) com lesão cutânea no focinho 

induzida por Leishmania (Leishmania) amazonensis e por L. (Viannia) guyanensis. As NIBs 

foram administradas em intervalos de três dias, em um total de 10 aplicações intralesionais. 

Após o tratamento, que durou 30 dias, os animais foram eutanasiados para avaliação 

parasitológica [Taxa de Infecção (TI) de macrófagos e Viabilidade Parasitária (VP) em 

cultura), enquanto a avaliação clínica foi realizada a cada aplicação, consistindo na medição 

do volume de lesão. As NIB induziram ao crescimento e ulceração precoce das lesões, 

ultrapassando, inclusive o controle negativo. A avaliação parasitológica apontou para uma 

diferença de susceptibilidade entre as espécies para a NIB-Ta, mas as Taxas de Infecção (TI) 

de macrófagos foram de 10 a 15 vezes maiores do que a do controle positivo (Glucantime
®
). 

Os resultados não corroboraram com os observados nos ensaios in vitro provavelmente pela 

forte atividade pró-inflamatória induzida pelas NIB no tecido afetado. 

  

Palavras-chave: Leishmaniose, Nanotecnologia, NP, NIB, Nb, Ta, Doença Negligenciada. 
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INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose Cutânea Americana (LCA), doença parasitária promovida pela 

infecção por protozoários do gênero Leishmania, caracteriza-se por manifestação cutânea e/ou 

mucosa (SANTOS et al., 2008), de incidência média anual de mais de 50 mil casos, sendo o 

Brasil o país que concentra o maior número de casos (OPAS/OMS, 2016). O principal 

problema associado a essa patologia, além do caráter negligenciado da parasitose, é a 

dificuldade de tratamento, que vem sofrendo com o crescente número de casos de resistência, 

principalmente em decorrência da seleção de cepas resistentes após falha terapêutica, escolha 

errada do fármaco ou abandono do tratamento (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; 

PAPADOPOULOU, 2004; AMATO et al., 2007; DUTHIE et al., 2012). 

Os antimoniais pentavalentes foram a principal indicação terapêutica nas últimas 

nove décadas (RATH et al., 2003; CROFT; BARRETT; URBINA, 2005; CHAKRAVARTY; 

SUNDAR, 2010), sendo substituída pelo isetionato de pentamidina, anfotericina B, 

anfotericina B lipossomal ou mitelfosina nos casos de baixa eficiência terapêutica dos 

antimoniais (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017). Os principais fatores 

que impulsionam as falhas terapêuticas estão relacionados a alta toxicidade, diversidade de 

efeitos colaterais e eficácia limitada que esses medicamentos podem apresentar (MOREIRA; 

GUERRA; PETRILLO-PEIXOTO, 1992; RATH et al., 2003; CROFT; BARRETT; 

URBINA, 2005; BRASIL, 2017). 

O relato de problemas no tratamento de parasitoses é comum também a outros 

protozoários, o que impulsionou a pesquisa por inovações farmacêuticas na área da 

nanotecnologia, uma vez que possibilitariam a utilização de drogas pré-existentes em menores 

concentrações e com maior eficácia terapêutica, ou ainda poderiam fomentar o 

desenvolvimento de novas drogas. Para se enquadrar nos parâmetros necessários a essa 

tecnologia, o material produzido dever ter tamanho entre 1-100 nanômetros (THE ROYAL 

SOCIETY; THE ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004; MOHANPURIA; RANA; 

YADAV, 2008; ALAGARASI, 2013). A grande vantagem nesse tipo de abordagem é, além 

do aumento da superfície dos materiais e consequente atividade química elementar do 

produto, obtida a partir de dimensões tão reduzidas (THE ROYAL SOCIETY; THE ROYAL 

ACADEMY OF ENGINEERING, 2004), a possibilidade de controle na liberação e de 
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direcionamento dos fármacos, o que poderia aumentar a eficácia dos tratamentos, os quais 

poderiam ser realizados com concentrações menores de princípio ativo, o que poderia 

diminuir a toxidade, a produção de metabólitos secundários indesejados e, consequentemente, 

os efeitos adversos (SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010; BHARDWAJ; 

SAUDAGAR; DUBEY, 2012; SINGH et al., 2012). 

O Antimônio (Sb), semimetal princípio ativo do Glucantime
®
, um dos principais 

tratamentos recomendados para a LCA, já foi utilizado em sistemas nanométricos para 

tratamento experimental da Leishmaniose, assim como de outros protozoários (PIMENTEL et 

al., 2007; SANTOS-MAGALHÃES; MOSQUEIRA, 2010; ALLAHVERDIYEV et al., 2011; 

BHARDWAJ; SAUDAGAR; DUBEY, 2012; RAMEZANI; JEBALI; KAZEMI, 2012; 

JEBALI; KAZEMI, 2013; FRANCO et al., 2016). Outros semimetais também já foram 

descritos na literatura em sistemas nanométricos, existindo uma grande chance de que 

elementos com propriedades físico-químicas semelhantes possam ser bem sucedidos como 

princípios ativos a serem aplicados contra diferentes espécies de Leishmania (CHELLAN; 

SADLER, 2015; SAGHIRI et al., 2016). Elementos como o Nióbio (Nb) e o Tântalo (Ta), 

podem apresentar potencial terapêutico contra a Leishmaniose (CHELLAN; SADLER, 2015; 

SAGHIRI et al., 2016), mas até o momento não há relatos relacionados a atividade desses 

elementos no tratamento da LCA, assim como sobre protozoários do gênero Leishmania. 

Diante do exposto, o objetivo desse estudo avaliar a eficácia de Nanomatrizes 

Inorgânicas Bioativas (NIB) de óxidos de Nióbio e de Tântalo no tratamento experimental da 

Leishmaniose Cutânea em Hamster infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis e 

Leishmania (Viannia) guyanensis. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os ensaios pré-clínicos seguiram as normas do Guia para cuidado e uso de animais 

de laboratório (http://www.cobea.org.br) do Conselho Nacional de Experimentação Animal, 

com parecer do Comitê de Ética no Uso de Animais do INPA aprovando os experimentos (n
o
 

do parecer 008/2015 – ANEXO-B). O Biotério Central do INPA além de fornecer os animais 

necessários a experimentação, também disponibilizou a estrutura para manutenção, infecção e 

tratamento dos animais durante o experimento. 

Foram utilizados gold hamsters com idade de 60 dias e peso médio de 155,2 g, 

acondicionados em gaiolas contendo três animais, que receberam alimentação e água ad 

libitum. Os animais foram divididos em quatro grupos, com seis animais cada, na seguinte 

disposição: Controle negativo – GCNS (Grupo Controle Negativo com Salina); Controle 

positivo – GCPG (Grupo Controle Positivo com Glucantime
®
); Grupo experimental 1 – 

GENIB-Nb (Grupo Experimental com NIB de óxido de Nióbio); Grupo experimental 2 – 

GENIB-Ta (Grupo Experimental com NIB de óxido de Tântalo). 

 

 

Infecção experimental em Hamster (Mesocricetus auratus): 

 

Os animais foram submetidos a infecção por Leishmania (Leishmania) amazonensis 

(MHOM/BR/2009/IM5584) e por L. (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) a partir 

de inoculação subcutânea no focinho, utilizando seringa estéril, de 0,10 mL de suspensão de 

amastigotas, ajustada à 10
5
 amastigotas/mL. Os animais infectados foram mantidos nas 

gaiolas, conforme a divisão em grupos, sob os cuidados do biotério central e 

acompanhamento diário para verificação de surgimento de lesões. O tempo médio para 

surgimento das lesões difere entre as espécies avaliadas, sendo verificados após 15 dias de 

inoculação nos animais com L. (L.) amazonensis, e após 30 dias nos animais com L. (V.) 

guyanensis, sendo iniciado o tratamento dos grupos conforme cronograma a seguir (Figura 

28). 
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Figura 28: Cronograma esquemático da experimentação animal. Dez séries de tratamento, 

com intervalo de dois dias entre cada uma das séries, com aplicação intralesional diária de 20 

mg SbV/Kg/dia do controle positivo e 3,00 µM/dia dos tratamentos experimentais, e posterior 

avaliação clínica até completos 30 dias de tratamento 

 

 

 

 

Tratamento experimental: 

 

Os animais incluídos no experimento foram tratados a partir de injeção intralesional, 

utilizando seringas estéreis, de 50 µL das suspensões das NIB contendo 3,00 µM do metal 

princípio ativo, Nb ou Ta, em dez séries aplicações (Figura 26), com intervalo de dois dias 

entre cada série. Ao grupo GCNS foi administrado solução salina, enquanto aos grupos 

GCPG, GENIB-Nb e GENIB-Ta foram administrados Glucantime
®
, NIB-Nb e NIB-Ta, 

respectivamente. A dose aplicada do Glucantime
®

 foi ajustada de acordo com a recomendação 

do Ministério da Saúde do Brasil (BRASIL, 2017a) para o uso desse medicamento no 

tratamento de Leishmaniose Cutânea (LC) em humanos (20 mg SbV/Kg/dia) e, 

posteriormente, convertidas para concentração molar para facilitar futuras comparações. 

Após a 1ª aplicação os animais foram acompanhados por 30 dias, a fim de se avaliar 

a evolução clínica da LC nos hamsters, conforme descrito no tópico a seguir. Ao final do 

tratamento foi realizada a eutanásia dos animais, conforme legislação para uso de animais de 

experimentação e aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do INPA 

(ANEXO-B), e, após necropsia, amostras das lesões foram obtidas para realização de 

avaliação parasitológica. 
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Hamsters não inoculados, com mesma idade, peso e divididos nos mesmos grupos 

experimentais propostos (GCNS, GCPG, GENIB-Nb e GENIB-Ta), foram submetidos ao 

mesmo tratamento, com dez séries de aplicações de 50 µL das suspensões das NIB, contendo 

3,00 µM do metal princípio ativo, Nb ou Ta, subcutânea no focinho, para avaliação de 

citotoxidade promovida a partir do tratamento.  

 

 

Avaliação clínica: 

 

Realizou-se acompanhamento clínico, com aferição dos volumes das lesões nos 

mesmos intervalos, a partir da medida do comprimento, largura e altura da lesão 

(comprimento X largura X altura), utilizando paquímetro digital (Zaas Precision/ Amatools). 

O registro fotográfico era realizado após a medida para acompanhar a evolução do aspecto 

morfológico a cada três dias por período de 30 dias após início do tratamento. O efeito 

terapêutico foi classificado por critérios clínicos de cura, melhora e falha avaliados após um 

período de 30 dias, depois de finalizado o tratamento. A cura foi caracterizada como 

cicatrização completa e ausência de eritema, edema e descamação; a melhora foi definida 

como epitelização completa caso a presença de úlceras com persistência dos demais sinais 

flogísticos; a falha caracterizou-se pela ausência de epitelização completa das lesões, piora 

dos sinais inflamatórios, aumento do tamanho da lesão ou aparecimento de lesões satélites em 

relação às lesões primárias. Também foi avaliado o estado geral dos animais (desidratação, 

diarréia, resposta a estímulos, entre outros), além dos pesos corporais, a fim de se detectar 

alguma característica que indicasse debilidade nos indivíduos. 

 

 

Eutanásia dos animais: 

 

Ao final dos tratamentos os animais foram anestesiados (Ketamina e Xylazina) e em 

seguida eutanasiados (Pentobarbital sódico – Difenilhidantoina sódica), de acordo com a 
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legislação para uso de animais de experimentação e aprovação pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) do INPA. 

 

 

Avaliação parasitológica: 

 

Após a eutanásia dos animais, ao final do tratamento, foram obtidos fragmentos dos 

locais de inoculação, mesmo nos casos de ausência de lesão. Esses fragmentos foram 

utilizados para confecção de lâminas por método de impressão em lâmina (duplicata), com o 

objetivo de se estabelecer a Taxa de Infecção (TI) de macrófagos, e para cultivo em meio 

bifásico NNN (duplicata), a fim de se determinar a Viabilidade Parasitária (VB). 

As lâminas, após impressão, foram fixadas e coradas com kit Panótico rápido 

(Laborclin
®
, Pinhais, PR, BRA), e então avaliadas sob microscopia óptica, em aumento de 

400-1.000x, onde se determinou o percentual médio de macrófagos parasitados (%MO) como 

indicador da TI. A partir do cultivo em NNN, após incubação por sete dias à 24-26 
o
C, foram 

confeccionadas lâminas para observação a fresco, onde se quantificou o número médio de 

parasitos viáveis por campo, em um total de 100 campos, para a determinação da VB. Todos 

os valores foram expressos em médias com os respectivos desvios padrões. 

 

 

Análise estatística: 

 

Foi utilizada a Análise de Variância – ANOVA (p<0,05), a fim de se verificar se 

havia diferença significativa entre os tratamentos propostos, incluindo os controles. Os 

resultados para os tratamentos com as pentamidinas fluoradas foram comparados com os 

controles do ensaio (GCNS e GCPG), utilizando teste de Tukey (p<0,05), a fim de se verificar 

diferenças significativas entre cada tratamento e o respectivo controle. Os testes estatísticos e 

os gráficos foram obtidos a partir do Software GraphPad Prism 6.0. 
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RESULTADOS 

 

Os resultados quanto à evolução clínica para a LC é considerada tão importante 

quanto a cura parasitológica, consistindo na reepitelização das lesões ulceradas e a regressão 

total da infiltração e eritema (BRASIL, 2017). Os resultados obtidos apontaram para diferença 

de sensibilidade entre as espécies avaliadas, assim como para a importância do 

acompanhamento tanto da cura clínica como a parasitológica. 

 

 

Respostas ao tratamento experimental: 

 

a) Avaliação clínica: 

 

Os animais mantiveram o aspecto saudável, como vitalidade e resposta a estímulos, 

durante todo o período de experimentação, além de não ter sido registrado óbitos durante o 

tratamento. Além disso, não foi verificada perda ou ganho de peso considerável em relação 

aos controles. 

As lesões cutâneas em hamster, causadas pela infecção por L. (L.) amazonensis, 

evoluíram para um maior volume, apontando uma ineficácia das NIB, após 30 dias de 

tratamento (Figura 29 e 30). A aplicação intercalada, com intervalos de 2 dias a cada 

aplicação, apresentou eficácia apenas no GCPG, com redução da lesão de 0,408 ± 0,055 mm
3 

(1º dia de tratamento) para 0,126 ± 0,018 mm
3
, após 30 dias de tratamento, em uma aparente 

cura clínica. 

As lesões no controle negativo evoluíram de 0,346 ± 0,075 mm
3
 para 0,796 ± 0,117 

mm
3
 após 30 dias de tratamento. As NIB aumentaram as lesões de 0,452 ± 0,213 (NIB-Nb) e 

0,432 ± 0,096 (NIB-Ta) mm
3
, medidos no 1º dia de tratamento, para 1,164 ± 0,513 (NIB-Nb) 

e 1,516 ± 0,787 (NIB-Ta) mm
3 

após 30 dias de tratamento (Figura 29). Os volumes médios 

das lesões no início do tratamento não apresentavam diferença significativa, mas após 30 dias 
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de tratamento com a NIB-Ta ficaram maiores que as do controle negativo (teste de Tukey, 

p<0,05), enquanto não houve diferença significativa entre os tratamentos com NIB-Nb e o 

solução salina (controle negativo). Considerando apenas os resultados das NIB não houve 

diferença significativa entre elas (teste de Tukey, p<0,05). 

 

Figura 29: Evolução clínica de lesões cutâneas (mm
3
) em Hamster (Mesocricetus auratus), 

infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis, tratados com Nanomatrizes 

inorgânicas bioativas (NIB) de óxidos de nióbio (Nb) e tântalo (Ta). GCNS = controle 

negativo; GCPG = controle positivo; GENIB-Nb = tratamento experimental com NIB-Nb; 

GENIB-Ta = tratamento experimental com NIB-Ta. 

 

 

 

As lesões por L. (L.) amazonensis eram nodulares, com aspecto volumoso e diâmetro 

uniforme no início do tratamento (Figura 30 A.1, B.1, C.1 e D.1), sendo verificado o 

agravamento das lesões a partir do 6º dia de tratamento, nos grupos controle negativo, NIB-

Nb e NIB-Ta. Até o 23º dia de tratamento não houve diferença significativa entre os grupos 

tratados com NIB e o controle negativo, mas a partir do 25º dia as NIB apresentaram evolução 
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de lesão mais significativa (teste de Tukey, p<0,05), com visível edema, eritema e/ou 

descamação, mas sem infecção secundária perceptível macroscopicamente (Figura 30 A.4, 

C.4 e D.4). 
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Figura 30: Evolução clínica de lesões em focinhos de hamster (Mesocricetus auratus), 

inoculados com Leishmania (Leishmania) amazonensis, após tratamento experimental com 

tratados com Nanomatrizes inorgânicas bioativas (NIB) de óxidos de nióbio (Nb) e tântalo 

(Ta). GCNS = controle negativo; GCPG = controle positivo; GENIB-Nb = tratamento 

experimental com NIB-Nb; GENIB-Ta = tratamento experimental com NIB-Ta. As imagens 

foram obtidas no 1º, 10º, 20º e 30º dia de tratamento. 
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As lesões por L. (V.) guyanensis também evoluíram de maneira gradual em todos os 

tratamentos com NIB, apontando uma ineficiência das NIB também contra essa espécie, após 

30 dias de tratamento (Figura 31 e 32). As lesões observadas no controle negativo evoluíram 

de 0,272 ± 0,020 mm
3 

para 0,552 ± 0,109 mm
3
, após 30 dias de tratamento, enquanto o grupo 

tratado com NIB-Nb foi de 0,492 ± 0,219 mm
3
 para 0,722 ± 0,170 mm

3
, e com NIB-Ta de 

0,378 ± 0,171 para 0,738 ± 0,234 mm
3
, no mesmo período. Apenas no controle positivo 

(Glucantime
®

) as lesões regrediram, partindo de 0,504 ± 0,145 mm
3
 para 0,088 ± 0,039 mm

3
, 

após mesmo período de tratamento. 

 

Figura 31: Evolução clínica de lesões cutâneas (mm
3
) em Hamster (Mesocricetus auratus), 

infectados por Leishmania (Viannia) guyanensis, tratados com Nanomatrizes inorgânicas 

bioativas (NIB) de óxidos de nióbio (Nb) e tântalo (Ta). GCNS = controle negativo; GCPG = 

controle positivo; GENIB-Nb = tratamento experimental com NIB-Nb; GENIB-Ta = 

tratamento experimental com NIB-Ta 
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Não foi observada, a partir de avaliação macroscópica, infecção secundária nas 

lesões durante o período de tratamento. Os volumes médios das lesões no início do tratamento 

não apresentavam diferença significativa, assim como após 30 dias de tratamento com as NIB, 

com exceção do controle positivo, o qual reduziu a lesão de maneira significativa em relação 

a todos os outros grupos (teste de Tukey, p<0,001). 

As lesões por L. (V.) guyanensis eram nodulares, com aspecto volumoso e diâmetro 

uniforme no início do tratamento (Figura 32 A.1, B.1, C.1 e D.1), sendo verificado o 

agravamento das lesões a partir da primeira aplicação em todos os tratamentos, mas com 

redução gradual do volume de lesão no grupo tratado com Glucantime
®
 a partir do sexto dia 

de tratamento [Figura 32 B.2]. Os grupos tratados com NIB-Nb e NIB-Ta apresentaram a 

maior evolução no volume das lesões, com resultados superiores aos observados no controle 

negativo a partir do sexto dia de tratamento (Figura 32 C.2 e D.2). Após 30 dias de 

experimento os animais tratados com as NIB-Nb e NIB-Ta apresentavam os maiores volume 

de lesão em comparação aos demais grupos, mas sem diferença significativa em relação ao 

controle negativo (teste de Tukey, p<0,05), podendo ser visível edema, eritema e/ou 

descamação (Figura 32 A.4, C.4 e D.4), enquanto os animais do controle positivo 

apresentavam cura clínica. 
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Figura 32: Evolução clínica de lesões em focinhos de Hamster (Mesocricetus auratus), 

inoculados com Leishmania (Viannia) guyanensis, após tratamento experimental com tratados 

com Nanomatrizes inorgânicas bioativas (NIB) de óxidos de nióbio (Nb) e tântalo (Ta). 

GCNS = controle negativo; GCPG = controle positivo; GENIB-Nb = tratamento experimental 

com NIB-Nb; GENIB-Ta = tratamento experimental com NIB-Ta. As imagens foram obtidas 

no 1º, 10º, 20º e 30º dia de tratamento. 
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Os animais utilizados na avaliação citotóxica, da aplicação subcutânea, apresentaram 

aumento de volume no tecido, provavelmente por processo inflamatório induzido pela 

presença das NIB no tecido dos animais (Figura 33 C e D). A aplicação cumulativa das NIB 

produziu ao final do tratamento edema, eritema e descamação local, além de rigidez ao toque, 

características semelhantes às observadas nos animais infectados submetido aos mesmos 

tratamentos. Esse dado demonstra que o agravamento das lesões nos grupos tratados com NIB 

provavelmente não está relacionado apenas a presença dos parasitos, nem a forma de 

administração do tratamento, mas também é resultado das NIB  utilizadas nesse estudo. 
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Figura 33: Evolução clínica de Hamster (Mesocricetus auratus) submetidos a avaliação 

citotóxica após administração subcutânea de Nanomatrizes Inorgânicas Bioativas (NIB) de 

óxidos de nióbio (Nb) e tântalo (Ta). GCNS = controle negativo; GCPG = controle positivo; 

GENIB-Nb = tratamento experimental com NIB-Nb; GENIB-Ta = tratamento experimental 

com NIB-Ta. As imagens foram obtidas no 1º, 10º, 20º e 30º dia de tratamento. 
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b) Avaliação parasitológica: 

 

Os tratamentos com as NIB apresentaram baixa eficácia em relação ao Glucantime
®
 

sobre as duas espécies estudadas (Figura 32). As taxas de infeção (TI) por L. (L.) amazonensis 

foram de 51,00 ± 11,38% após tratamento com NIB-Nb e 50,20 ± 4,82% com NIB-Ta, 

enquanto com o Glucantime
®
 (controle positivo) foi de apenas 0,60 ± 0,89% (Figura 32 A). 

Os resultados das NIB foram menores apenas em relação ao controle negativo, com TI de 

65,80 ± 3,42% (Teste de Tukey, p<0,05-0,01). Não houve diferença significativa entre o efeito 

da NIB-Nb e da NIB-Ta sobre a TI avaliada (teste de Tukey, p<0,05).  

A TI por L. (V.) guyanensis foi menor, em comparação ao L. (L.) amazonensis, tendo 

TI no controle negativo de 45,20 ± 4,15%, enquanto as TI para NIB-Nb e NIB-Ta foram de 

38,40 ± 7,73% e 29,40 ± 10,95%, respectivamente (Figura 32 B).  O melhor resultados 

observado contra L. (V.) guyanensis foi do Glucantime
®
, o qual teve TI de apenas 0,60 ± 

0,55%, enquanto os outros tratamentos tiveram eficácia bem menor (teste de Tukey, p<0,001). 

Apesar desse resultado, a NIB-Ta apresentou redução significativa em relação ao controle 

negativo (teste de Tukey, p<0,05), enquanto a NIB-Nb, apesar de ter TI menor em relação ao 

mesmo controle, não apresentou diferença (teste de Tukey, p<0,05). 

As culturas revelaram que a sensibilidade parasitária às NIB era diferente, se 

destacando a NIB-Ta na avaliação contra as duas espécies. Nos tratamentos para L. (L.) 

amazonensis foram contados 37 ± 2 promastigotas/campo para o controle negativo, enquanto 

que para o Glucantime
®
 e para NIB-Ta foram contados 8 ± 7 promastigotas/campo e 19 ± 10 

promastigotas/campo, respectivamente, enquanto a contagem para o tratamento com NIB-Nb 

ultrapassou os 100 promastigotas/campo. 

Nos tratamentos contra L. (V.) guyanensis foram observados 21 ± 6 

promastigotas/campo no controle negativo e mais de 100 promastigotas/campo no tratamento 

com NIB-Nb, enquanto nos tratamentos com Glucantime
®
 e com NIB-Ta não foram 

observados protozoários viáveis nos campos avaliados. 
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Figura 34: Taxa de infecção (TI) em macrófagos obtidos a partir de impressão em lâmina de 

lesões cutâneas por Leishmania (Leishmania) amazonensis (A) e por Leishmania (Viannia) 

guyanensis (B) em Hamster (Mesocricetus auratus), observados em microscopia óptica, 400-

1000x. GCNS = controle negativo; GCPG = controle positivo; GENIB-Nb = tratamento 

experimental com NIB-Nb; GENIB-Ta = tratamento experimental com NIB-Ta; * = diferença 

significativa entre o tratamento e o GCNS; * = diferença significativa entre o tratamento e o 

GCPG; *, ** e *** = p <0,05, p <0,01 e p <0,005, respectivamente. 
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DISCUSSÃO 

 

A literatura descreve o sucesso da utilização das nanopartículas contra células 

tumorais (ALEXIS et al., 2010; JAGANATHAN et al., 2016), geralmente atuando com mais 

precisão sobre essas formas celulares pelas características replicativas diferenciadas. 

Complexos de metais de transição são constantemente relacionados na literatura pela sua 

potencial aplicabilidade como agente terapêutico, uma vez que características desses 

elementos favorecem a interação com proteínas nucleares, principalmente naquelas em 

acelerado ciclo replicativo, impedindo processos de síntese proteica e replicação de ácidos 

nucleicos, mas também na inibição da produção de metabólitos essenciais e danos a 

membrana plasmática (RAFIQUE et al., 2010).  

Caballero, Salas e Sánchez-Moreno (2014) destacaram, em revisão onde explicitam a 

importância das nanopartículas, principalmente as metálicas, no futuro tratamento de 

parasitoses, com destaque para as provocadas pelo gênero Leishmania, que produtos que 

apresentavam potencial anticâncer poderiam apresentar potencial no tratamento de infecções 

parasitárias, justamente pelo padrão de replicação acelerada que apresentam em relação às 

células do hospedeiro. 

Os nossos resultados para evolução de volume de lesão evidenciaram que as NIB de 

Nb e Ta apresentaram características pró-inflamatórias que repercutiram de maneira direta no 

tratamento das lesões. Características pró-inflamatórias já haviam sido associadas ao Nb por 

Saghiri et al. (2016), mas essa característica ainda não tinha sido associada ao Ta. 

Utilizando o antimônio pentavalente, metal base da composição do Glucantime
®
, 

Franco et al. (2016) obtiveram sucesso na síntese de NP, assim como na sua atividade 

leishmanicida, verificada em modelo in vitro e também in vivo, onde evidenciaram eficácia 

maior das NP em relação ao Glucantime
®
. No trabalho de Franco et al. (2016), assim como no 

presente estudo, foi utilizada a forma de aplicação intralesional, ficando demonstrado que a 

aplicação local sozinha não interfere significativamente na evolução da lesão, fato visível a 

partir da avaliação dos animais saudáveis submetidos aos mesmos tratamentos. 

De Carvalho et al. (2013) avaliou a ação da Anfotericina B encapsulada no 

tratamento de lesões cutâneas induzidas em camundongos C57BL/6, verificando redução da 
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lesão nas patas dos camundongos, além de redução do número de parasitas e da sua 

viabilidade, em relação ao controle negativo, a partir de aplicações intraperitoneais. Vale 

destacar que a Anfotericina B já é indicada para o tratamento da LCA, inclusive em 

formulação lipossomal. Também há relatos de sucesso em tratamentos experimentais 

utilizando NP no tratamento de outras formas de Leishmaniose (KUMAR et al., 2015; WANT 

et al., 2015), o que indica a versatilidade desse tipo de abordagem terapêutica. Outro 

medicamento com atividade comprovada contra parasitos envolvidos na LCA, a Pentamidina, 

também foi avaliado in vivo, em camundongos infectados por L. (L.) major, sendo 

demonstrado o maior efeito desse medicamento quando nanoencapsulado, em relação a sua 

atividade em doses iguais ou até 13 vezes maior quando não encapsulado (FUSAI et al., 

1994). 

A utilização de NP metálicas no tratamento de outras parasitoses, o que expande as 

expectativas de aplicação das NIB produzidas para esse estudo. Gaafar et al. (2014) avaliou o 

efeito de NP de Ag e de Ag associada a NP de quitosana, e apontaram esses materiais como 

potenciais antitotoxoplasmáticos, destacando que as NP conseguiram reduzir o número de 

parasitas no fígado e baço de camundongos infectados experimentalmente com Toxoplasma 

gondii. Jaganathan et al. (2016) apontou o efeito de NP de Ag biossintetizadas sobre 

Plasmodium falciparum, um dos principais agentes etiológicos da Malária, além de ter 

demonstrado efeito sobre células tumorais hepáticas e sobre larvas de Anopheles stephensi. 

Apesar de não ter atuado de maneira satisfatória sobre a evolução da lesão, a 

presença das NIB no tecido afetado reduziram de maneira significativa a TI em relação ao 

controle negativo, mas quando comparado ao Glucantime
®
 as TI dos tratamentos propostos 

ficaram entre 10 e 15 vezes maiores. Esse dado não comprova o efeito nas NIB no controle 

parasitário, uma vez que o intenso processo inflamatório pode ter atuado no controle da 

replicação parasitária. Mas mesmo nesse cenário foi possível verificar uma sensibilidade 

diferente entre as espécies utilizadas no estudo, onde a L. (V.) guyanensis mostrou-se mais 

sensível a NIB-Ta, enquanto não houve diferença de sensibilidade em relação ao L. (L.) 

amazonensis. 

A cura parasitológica é um importante marcador de sucesso na terapêutica, uma vez 

que existem casos de cura clínica e permanência da presença de parasitos por anos no tecido 

cicatricial (SCHUBACH et al., 1998a, 1998b; MENDONÇA et al., 2004). 
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Um dado também muito importante foi a observação de cura clínica e parasitológica 

nas lesões provocadas pelas duas espécies após a aplicação intralesional do Glucantime
®

, não 

sendo verificado diferença de susceptibilidade entre as espécies. A literatura destaca a menor 

susceptibilidade da L. (V.) guyanensis em relação ao L. (L.) amazonensis (ROMERO et al., 

2001; CAMARA COELHO et al., 2011; DNDI, 2016), mas utilizando o protocolo de 

aplicação proposto não foi observado diferença entre eles. 

Diante dos resultados obtidos ficou evidente que a aplicação intralesional das NIB de 

Nb e Ta não promoveram cura clínica nem parasitológica, ao contrário, aumentaram a 

velocidade do agravamento das lesões e mantiveram TI em macrófagos próximos aos valores 

do controle negativo. Novos estudos que visem a obtenção de novas formulação e/ou 

apresentações dessas NIB podem corrigir ou diminuir a influência desses materiais no 

processo inflamatório, assim como possibilitar a visualização dos excelentes resultados 

observados para essas NIB em modelos in vitro. 
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4. DISCUSSÃO GERAL 

 

Os análogos fluorados da pentamidina avaliados neste estudo demostraram efeito tão 

satisfatório quanto o do Pentacarinat
®
 nos ensaios in vitro e na toxidade celular, evidenciando 

que o efeito celular dos compostos, após receber diferentes quantidades de Flúor na sua 

estrutura, foi mantido. Vale destacar que o incremento do F no designer de novos 

medicamentos visa, na maioria das vezes ganhos quanto à estabilidade química e o aumento 

da biodisponibilidade, mas esses parâmetros não puderam ser avaliados utilizando as técnicas 

desenvolvidas nesse estudo, que dedicando-se a avaliação da eficácia e citotoxidade das 

substâncias testadas. 

 No modelo in vivo foi verificou-se maior sensibilidade de L. (V.) guyanensis a 

todos os diamidínicos, isetionato de pentamidina e os análogos fluorados, fato já relatado para 

tratamentos experimentais e clínicos com o isetionato de pentamidina. A ausência de resposta 

ao tratamento, observado pelo acompanhamento clínico da evolução das lesões cutâneas 

produzidas por L. (L.) amazonensis também pode esta relacionada a cepa utilizada no estudo, 

sendo necessário o teste com outras cepas desta espécie para verificar se é um padrão de 

resistência da espécie ou apenas de algumas cepas. Estudos in vitro avaliando o mecanismo da 

possível resistência a ação leishmanicida em cepas desta espécie do subgênero Leishmania 

também seriam interessantes. 

 As NIB apresentaram excelentes resultados em todos os modelos propostos 

para avaliação in vitro, com destaque para a NIB-Ta que apresentou maior eficácia contra 

promastigotas e amastigotas de ambas as espécies, e que manteve atividade celular 

ligeiramente mais alta que o controle negativo. A NIB-Nb parece estimular a replicação dos 

promastigotas, assim como estimular a atividade celular em macrófagos, mas demonstrou 

eficácia comparável a NIB-Ta contra L. (V.) guyanensis, a partir de 24 horas de exposição, e 

contra L. (L.) amazonensis, a partir de 48 horas. Mas o fato que merece destaque é que, com 

exceção da ação contra promastigotas, onde NIB-Ta apresentou eficácia semelhante ao 

Glucantime
®
, as NIB apresentaram maior eficácia e menor toxidade celular do que o 

antimonial utilizado como controle. 

 O problema na aplicação das NIB no modelo in vivo proposto foi a atividade 

pró-inflamatória que as nanomatrizes produziram no tecido afetado, o que pode ter sido 
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potencializado pela aplicação intralesional no esquema terapêutico utilizado. Processos 

inflamatórios exacerbados atrapalham o processo de cura clínica, uma vez que há uma 

progressão mais rápida das lesões, e a parasitológica. A possibilidade de aplicações diferentes, 

como a tópica, poderia explorar melhor as características positivas observadas para as NIB 

nos ensaios in vitro, uma vez que a ausência de trauma local, provocado pela administração 

intralesional, minimizaria o processo inflamatório e, consequentemente, os efeitos indesejados 

decorrentes dele. 

 Quando comparados os dois grupos de substâncias testadas nessa tese, os 

análogos parecem mais atrativos por terem um mecanismo de ação pré-estabelecido para as 

pentamidinas, assim como eficácia nos ensaios in vivo. As NIB precisariam de maiores 

estudos de toxidade e de compatibilidade com outras formas de apresentação, uma vez que, 

apesar de não terem demonstrado resultado in vivo satisfatórios, ficou evidente a alta eficácia 

desses materiais nos ensaios in vitro. 
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5. CONCLUSÕES FINAIS 

 

 Os análogos fluorados da pentamidina mantiveram a eficácia leishmanicida, além de 

citotoxidade semelhante ao Pentacarinat®, nos modelos in vitro e in vivo, com destaque 

para a ação contra L. (V.) guyanensis; 

o Efeitos citotóxicos in vivo deverão ser avaliados para se apontar como uma 

opção ao Pentacarinat® 

 As NIB-Nb e NIB-Ta apresentaram eficácia leishmanicida maior que o Glucantime®, 

além de não apresentarem citotoxidade, nos modelos in vitro utilizados, mas a presença 

das NIB no tecido dos animais promoveu um agravamento na evolução das lesões 

cutâneas, fato confirmado na avaliação citotóxica in vivo. 

o Os possíveis efeitos pró-inflamatórios deverão ser investigado para se 

estabelecer a viabilidade de outros testes 

o O efeito indesejado na avaliação clínica não pode ser considerado, 

completamente, falta de atividade leishmanicida, uma vez que a inflamação 

atrapalhou a análise do efeito das NIB sobre os parasitos 

 A falha clínica observada em todos os tratamentos (análogos e NIB) contra L. (L.) 

amazonensis podem ser em decorrência da cepa utilizada dessa espécie, sendo 

necessário avaliar outras cepas para confirmar a ineficácia; 

 Formas de administração menos invasivas, como a oral ou a tópica podem ser 

exploradas para sanar alguns dos problemas visualizados no presente estudo e 

possibilitar um tratamento menos traumático. 
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6. PERPECTIVAS  

 

 Realizar testes toxicológicos para todos os produtos propostos nesse estudo, por 

meio de dosagens bioquímicas e estudo histológico de órgãos como fígado, baço e rins, para 

verificar a segurança da sua administração;  

 Utilizar outras formas de aplicação (intralesional, tópica e oral) dos diamidínicos 

fluorados, para possibilitar abordagens terapêuticas menos invasivas; 

 Avaliar as NIB em dose menor e com aplicação única, ou em intervalos maiores, 

para verificar o efeito desses produtos in vivo; 

 Avaliar a eficácia dos produtos estudados contra outras espécies de Leishmania, 

assim como outras cepas de L. (L.) amazonensis) e L. (V.) guyanensis. 
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