
 
 

 
 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SÃO PAULO 

 

 

 

 

 

MAIARA AMARAL DE OLIVEIRA 

 

 

 

 

 

Otimização de neolignanas como protótipos farmacêuticos para a 

leishmaniose visceral: mecanismo de ação e estudos 

farmacocinéticos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2022 



 
 

 
 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SÃO PAULO 

 

 

 

 

MAIARA AMARAL DE OLIVEIRA 

 

 

 

Otimização de neolignanas como protótipos farmacêuticos para a 

leishmaniose visceral: mecanismo de ação e estudos 

farmacocinéticos  

 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo para obtenção do título de 

Doutor em Ciências 

 

Programa de Medicina Tropical 

Área de concentração: Doenças Tropicais e Saúde 

Internacional 

Orientador: Prof. Dr. André Gustavo Tempone 

Cardoso 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2022 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   À minha mãe, por me ensinar que o 

caminho é sempre mais importante que o destino final. 

  



 
 

 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Primeiramente, agradeço a Deus, por me guiar durante todos estes anos, 

permitindo que mais um sonho fosse alcançado. 

Agradeço também, ao Programa de Pós-graduação em Medicina tropical da 

Faculdade de Medicina da Universidade de são Paulo (IMT-FMUSP) por me acolher 

e me oferecer a oportunidade de realizar meu curso de doutorado. 

Ao Instituto Adolfo Lutz por toda a estrutura disponibilizada. 

À Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) pelo 

apoio financeiro concedido para realização deste trabalho. 

Ao meu orientador, Prof. Dr. André Gustavo Tempone Cardoso, por todos os 

ensinamentos transmitidos ao longo destes anos e pela dedicação, profissionalismo e 

paciência durante todas as dificuldades enfrentadas. 

Aos Profs. Drs. João Henrique G. Lago, João Paulo Fernandes, Edward A 

Anderson, Noemi Taniwaki, Eduardo Antonio Ferraz Coelho e a todos os integrantes 

de seus laboratórios pela colaboração, vocês foram essenciais para realização deste 

projeto. 

Em especial, agradeço a Profª. Dr. Ana Cristina Bairrada Fortuna pela 

oportunidade de visitar seu laboratório na Universidade de Coimbra e a todo seu grupo 

(Joana Bicker, Carla Fonseca, Filipa Gouveia, Soraia Silva e Sara Fialho), por me 

acolherem e prestarem o suporte necessário durante meu período de estágio.  

Agradeço ao todo grupo do Laboratório de Novos Fármacos para Doenças 

Negligenciadas pelo apoio e companheirismo durante estes anos. Especialmente a 

Thais e a Maiara, pelos conselhos e ensinamentos profissionais e de vida, sem vocês 

meus dias não teriam a mesma graça. 

Á técnica do laboratório, Matilia Nascimento, pela paciência e assistência, 

além de todas as instruções fornecidas diariamente. 

Especialmente, agradeço a minha mãe, meu exemplo de força e dedicação, 

por me incentivar durante toda essa trajetória, por estar ao meu lado ao longo de todos 

os obstáculos e por nunca me deixar desistir. Eu não seria quem sou ou chegaria 

aonde estou sem você. 



 
 

 
 

A todos meus familiares e amigos que estiveram presentes durante esta 

etapa, por todos os conselhos e pelo suporte emocional quando eu nem mesmo sabia 

que precisava.  

Por fim, agradeço a todos que passaram por mim durante estes anos e de 

alguma forma doaram um pouco de si para tornar este trabalho possível. 

 

 

  



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Lembre-se que as pessoas podem tirar 

tudo de você, menos o seu conhecimento.” 

- Albert Einstein 

 

 

  



 
 

 
 

RESUMO 

 

Oliveira MA Otimização de neolignanas como protótipos farmacêuticos para a 
leishmaniose visceral: mecanismo de ação e estudos farmacocinéticos [tese]. São 
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 
 
A leishmaniose visceral é uma protozoose negligenciada de elevada mortalidade, cujo 
tratamento disponível apresenta diversas limitações, representando um sério desafio 
para a saúde pública. Diante deste cenário e considerando a elevada biodiversidade 
e quimiodiversidade disponível, produtos naturais representam uma fonte promissora 
de novos protótipos farmacêuticos. Neste contexto, no presente trabalho foi realizado 
o estudo do potencial anti-L. (L.) infantum de uma nova série de 55 compostos 
sintéticos e 2 semissintéticos derivados da neolignana desidrodieugenol B, isolada da 
planta brasileira Nectandra leucanta. Dentre eles, 19 exibiram atividade em 
amastigotas intracelulares com valores de CE50 variando entre 3 e 36,6 µM. A 
neolignana PP480 foi a mais promissora, apresentando a maior seletividade (>20) e, 
portanto, sendo selecionada para aprofundamento dos estudos. Por meio de 
predições in silico, foi demonstrado que este derivado apresenta propriedades físico-
químicas e perfil druglikeness adequados, sem apresentar semelhanças estruturais 
com compostos de interferência (PAINS). A avaliação da toxicidade em eritrócitos, 
indicou que o composto não induz atividade hemolítica nas concentrações máximas 
testadas. Ademais, utilizando diferentes abordagens de espectrofluorimetria e 
citometria de fluxo, foi possível a investigação do mecanismo de ação do composto 
PP480 em promastigotas de L. (L.) infantum. Em suma, foi proposta uma atividade 
baseada na alcalinização de acidocalcissomos e concomitante liberação de cálcio. 
Associadas, essas alterações, possivelmente induzem um desarranjo mitocondrial, 
com sucessivo colapso da cadeia bioenergética, redução dos níveis de ATP e de 
espécies reativas de oxigênio (ROS). Também foi constatado pela análise de 
proteínas totais e espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS), que este derivado 
interfere no perfil proteico dos parasitas. Sendo assim, foi possível sugerir que o 
composto PP480 promove uma morte celular do tipo autofágica. Adicionalmente, foi 
observada uma ação imunomodulatória nas células hospedeiras, com redução de 
citocinas de resposta Th1 e Th2, caracterizando uma atividade anti-inflamatória. Um 
estudo do perfil farmacocinético in vivo, demonstrou parâmetros promissores do 
composto no organismo, incluindo uma meia vida plasmática (T1/2) média de 21h, 
recomendando assim, análises mais detalhadas para definição de um regime 
posológico adequado. Por fim, estes resultados enfatizam o potencial promissor do 
desidrodieugenol B como protótipo para a síntese de novos fármacos anti-Leishmania, 
e fornecem um ponto de partida para futuros estudos pré-clínicos de eficácia in vivo. 
 
Palavras-chave: Descoberta de drogas. Terapêutica. Leishamaniose. Leishmania 
infantum. Lignanas. Farmacocinética. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Oliveira MA. Optimization of neolignans as pharmaceutical prototypes for visceral 
leishmaniasis: mechanism of action and pharmacokinetic studies [thesis]. São Paulo: 
“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2022. 
 
Visceral leishmaniasis is a neglected protozoan disease with high mortality, whose 
available treatments has several limitations, triggering a serious public health 
challenge. Given this scenario and due to the high biodiversity and chemiodiversity 
available, natural products represent an attractive source of new pharmaceutical 
prototypes. In this context, the present work studied the anti-L. (L.) infantum potential 
of a new series of 55 synthetic and 2 semi-synthetic compounds derived from the 
neolignan dehydrodieugenol B, isolated from the Brazilian plant Nectandra leucanta. 
Among them, 19 exhibited activity against intracellular amastigotes with IC50 values 
ranging from 3 to 36.6 µM. The neolignan PP480 was the most promising one, showing 
the highest selectivity (>20) and being selected for further studies. Through in silico 
predictions, it was demonstrated that this derivative present adequate physicochemical 
properties and druglikeness profile, without structural similarities to interference 
compounds (PAINS). The evaluation of toxicity in erythrocyte indicated that even at 
the maximum concentrations tested, this compound does not induce hemolytic activity. 
Furthermore, using different approaches of spectrofluorimetry and flow cytometry, it 
was possible to investigate PP480 mechanism of action in promastigotes of L. (L.) 
infantum. In short, an activity based on acidocalcisomes alkalinization and concomitant 
calcium leakage was proposed. Associated, these alterations possibly induce a 
mitochondrial breakdown, with successive collapse of the bioenergetic chain, reduction 
of ATP and reactive oxygen species (ROS) levels. It was also verified by the analysis 
of total proteins and mass spectrometry (MALDI-TOF/MS), that this derivative 
interferes with the parasites protein profile. Therefore, it is possible to suggest that 
PP480 promotes an autophagic cell death. Additionally, an immunomodulatory action 
was observed in the host cells, with a reduction of Th1 and Th2 cytokines response, 
characterizing an anti-inflammatory activity. A study of the pharmacokinetic profile in 
vivo showed promising parameters of the compound in the organism, including a mean 
plasma half-life (T1/2) of 21h, thus recommending more detailed analyzes to define an 
appropriate dosage regimen. Overall, these studied emphasize the promising potential 
of dehydrodieugenol B as a prototype for the synthesis of new anti-Leishmania drugs 
and provide a starting point for future preclinical efficacy studies in vivo. 
 
Keywords: Drug Discovery. Terapeutics. Leishmaniasis. Leishmania infantum. 
Lignans. Pharmacokinetics. 
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C B   A 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. Leishmanioses 

 

As leishmanioses são doenças tropicais negligenciadas que afetam mais de 

12 milhões de pessoas em todo o mundo, representando um grande desafio para a 

saúde pública. Esse complexo de doenças é causado por mais de 20 espécies de 

parasitas do gênero Leishmania (ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae) e 

é classificado em três formas clínicas principais, de acordo com a espécie do parasita 

e a resposta imune do hospedeiro: cutânea, mucocutânea e visceral (Figura 1) (Burza 

et al., 2022; Lee et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Formas clínicas de leishmaniose. (A) Cutânea, (B) Mucocutânea e (C) Visceral. 

Fonte: Ministério da Saúde, 2014 e 2017b. 

 

Atualmente, as leishmanioses estão presentes em 98 países/territórios com 

aproximadamente 1,3 milhões de novos casos por ano e 600 milhões de pessoas em 

situação de risco de infecção. Somente na América Latina, cerca de 60 mil novos 

casos ocorrem anualmente (World Health Organization, 2017, 2022; Mazire et al., 

2021). Dentre as doenças tropicais, as leishmanioses estão no quarto lugar no que se 

refere a morbidade e segundo em mortalidade (Lee et al., 2019). 

 

 

1.2. Leishmaniose visceral (LV) 

 

A leishmaniose visceral é a forma clínica mais grave de seu complexo de 

doença, sendo causada essencialmente por duas espécies de parasitas: L. (L.) 
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donovani e L. (L.) infantum (Ibarra-Meneses et al., 2020). A primeira, antroponótica, 

com transmissão humano-humano, é a mais comum e acomete todas as faixas etária. 

Já a segunda, zoonótica, com transmissão animal-humano, tende a afetar 

principalmente crianças e indivíduos imunocomprometidos (Alves et al., 2018; Van 

Griensven e Diro, 2019). Existem mais de 70 espécies de animais considerados 

reservatórios destes parasitas, dentre eles, no ambiente doméstico o cão é relatado 

como principal e no ambiente silvestre, raposas e marsupiais (Ministério da Saúde, 

2017a; Saini et al., 2022). 

 

 

1.2.1  Ciclo Biológico 

 

O ciclo biológico da Leishmania compreende um inseto vetor e um hospedeiro 

mamífero. Além disso, dois estágios de desenvolvimento do parasita, com formas 

morfológicas distintas, são observados: um extracelular infectante, promastigota, 

localizado no tubo digestivo do inseto vetor é alongada com 1 a 4 μm de largura e 5 a 

20 μm de comprimento e possui um flagelo; outro intracelular obrigatório, amastigota, 

encontrado em macrófagos do hospedeiro mamífero, dispondo de uma forma 

arredondada com diâmetros de 1,5 a 3 x 3 a 6,5 μm (Sunter e Gull, 2017; Tiwari et al., 

2018). 

O inseto vetor responsável pela transmissão da LV é a fêmea de flebotomíneo 

do gênero Lutzomyia ou Phlebotomus. Estes insetos, popularmente conhecidos como 

mosquito-palha, são mais ativos no período noturno e em sua forma adulta 

apresentam de 2 a 4 mm de comprimento (Figura 2) (World Health Organization, 

2017; Valero e Uriarte, 2020). No Brasil, o principal vetor relacionado com a doença é 

a espécie Lutzomyia longipalpis, no entanto, flebotomíneos da espécie Lutzomyia 

cruzi também foram relatados como transmissores (Ministério da Saúde, 2017a). As 

transmissões por acidentes congênitos, transfusão, transplante de órgãos ou 

acidentes de laboratório são extremamente raras (Burza et al., 2018). 
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Figura 2 - Fêmea de flebotomíneo adulta. Fonte: Ministério da Saúde, 2014. 

 

O início do ciclo biológico ocorre quando um inseto vetor infectado, durante o 

repasto sanguíneo, regurgita promastigotas por sua probóscida. Os parasitas são 

então internalizados por macrófagos e outras células fagocitarias do hospedeiro 

mamífero, formando vacúolos parasitóforos. Após fusão com lisossomos, esses 

vacúolos formam fagolisossomos e devido a troca de microambiente promastigotas 

se diferenciam em amastigotas. Essas, se multiplicam por divisão binária até causar 

ruptura da célula e poderem infectar novas células. Quando um novo flebotomíneo 

fêmea se alimenta do hospedeiro e ingere células infectadas, amastigotas se 

transformam em promastigotas em seu intestino e migram para sua probóscida, 

completando o ciclo e continuando a propagação da doença (Figura 3) (Lee et al., 

2019; Centers for Disease Control and Prevention, 2022). 

 

Figura 3 - Ciclo biológico dos parasitas de Leishmania. Fonte: Adaptado de Centers for 

Disease Control and Prevention, 2022. 
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1.2.2  Patogenia 

 

A leishmaniose visceral é uma doença sistêmica que afeta principalmente as 

células do sistema fagocítico mononuclear do fígado, baço, linfonodos e medula 

óssea. Comumente, o período de incubação varia de 2 a 6 meses e a doença é 

caracterizada pelas seguintes manifestações clínicas: febre, perda de peso, aumento 

dos gânglios linfáticos, pancitopenia (diminuição de células sanguíneas) e 

hepatoesplenomegalia (aumento do baço e fígado). A LV pode ainda, em alguns 

casos, ser assintomática e persistir sem manifestações clínicas (Burza et al., 2018; 

Van Griensven e Diro, 2019).  

Pacientes imunossuprimidos têm maior risco de desenvolver LV ativa e 

apresentam uma evolução clínica mais severa, podendo desenvolver sintomas 

atípicos. Além disso, exibem uma menor resposta aos tratamentos e maior frequência 

de recorrência da doença. Em portadores de HIV os parasitas induzem ainda o 

aumento da multiplicação do vírus e consequentemente a uma maior progressão para 

a AIDS (Lindoso et al., 2018; Ruiz-Postigo et al., 2021).  

 

 

1.2.3  Epidemiologia 

 

São registados anualmente cerca de 300 mil novos casos de LV em todo 

mundo, 60% localizados apenas na Ásia. O número de mortes varia de 20 a 50 mil 

pessoas por ano, uma vez que a doença é fatal dentro de dois anos se não tratada e 

mesmo quando tratada, pode levar a taxas de mortalidade de 10 a 20% (Hailu, 2016; 

World Health Organization, 2017, 2022). Considerando os índices de incidência e 

letalidade, a leishmaniose visceral está entre as seis endemias mais relevantes do 

mundo, sendo também a segunda parasitose mais fatal, atrás apenas da malária 

(Ministério da Saúde, 2017a; Mazire et al., 2021). 

A LV está presente em diversos países (Figura 4), com 90% dos casos 

concentrados na Índia, China, Nepal, Bangladesh, Quênia, Somália, Etiópia, Sudão, 

Sudão do Sul e Brasil. A distribuição varia de acordo com a espécies causadoras da 

doença, a L. (L.) infantum está presente na China, América do Sul, Oriente Médio e 

bacia do Mediterrâneo. Enquanto a L. (L.) donovani é prevalente principalmente na 
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Índia, África Oriental, Nepal e Bangladesh (Burza et al., 2018; Ruiz-Postigo et al., 

2021). 

 

Figura 4 - Distribuição de novos casos de leishmaniose visceral mundialmente no ano de 

2020. Fonte: Adaptado de Ruiz-Postigo et al., 2021. 

 

O Brasil é responsável por mais de 90% dos casos de LV reportados na 

América Latina. Inicialmente a ocorrência era limitada a pequenos locais urbanos e a 

áreas rurais, no entanto, com o decorrer dos anos, a doença vem se expandindo e 

atualmente está registrada em quase todo o território nacional, chegando a 

importantes centros econômicos. Atualmente, a LV está distribuída em 23 dos 26 

estados brasileiros, com 49,6% dos casos na Região Nordeste. (Figura 5). Além da 

vasta distribuição continental, somente em 2020 foram registrados 1.933 casos e 165 

óbitos, resultando em uma taxa de letalidade de 9,5%, a maior nos últimos 10 anos. 

Todos esses fatos somados geram uma grande preocupação com o futuro da saúde 

pública nacional (Figura 6) (Ministério da Saúde, 2017a, 2022).  
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Figura 5 - Distribuição de casos de leishmaniose visceral por município brasileiro no ano de 

2020. Fonte: Ministério da Saúde, 2022. 

 

 

Figura 6 – Número de casos de leishmaniose visceral no Brasil de 1980 a 2020. Fonte: 

Ministério da Saúde, 2022. 

 

 

1.3. Quimioterapia Disponível para LV 

 

O arsenal quimioterápico da leishmaniose visceral é composto de apenas três 

fármacos principais: antimoniais pentavalentes, anfotericina B e miltefosina; e da 

paromomicina, utilizada predominantemente em combinações terapêuticas. Esses 

tratamentos apresentam diversas limitações, incluindo: toxicidade, administração 

parenteral, necessidade de hospitalização, longos esquemas posológicos e alto custo. 

Além disso, nenhum fármaco disponível elimina completamente o parasita e casos de 
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resistência foram reportados para todos os medicamentos disponíveis. Diante desse 

cenário, o desenvolvimento de novas quimioterapias seguras e acessíveis para esta 

doença é indispensável e uma necessidade da era atual (Tiwari et al., 2018; Lee et 

al., 2019). 

 

 

1.3.1 Antimoniais Pentavalentes (Sbv) 

 

A terapia antimonial é originaria do século XVI, quando utilizada como 

purgativo. Porém, somente em 1912 foi empregado na leishmaniose tegumentar pelo 

médico brasileiro Gaspar de Oliveira Viana. Em 1920, foi desenvolvido por 

Bhramachari na Índia, o antimonial pentavalente (Marsden, 1985; Lago e Tempone, 

2018). Desde então, são utilizados como primeira linha no tratamento da leishmaniose 

visceral na maioria dos países. No entanto, estes medicamentos demandam 

esquemas posológicos longos e apresentam significativos efeitos adversos, como: 

nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, pancreatite e hepatotoxicidade (Mazire et al., 2021). 

Atualmente, os antimoniais pentavalentes são comercializados em duas 

formulações diferentes: estibogluconato de sódio (Pentostam®) e antimoniato de 

meglumina (Glucantime®), ambos administrados por via intravenosa ou intramuscular 

(Akbari et al., 2017). No Brasil, é recomendado o tratamento com 20 mg/kg/dia de 

antimonial, por no mínimo 20 dias e no máximo 40 (Ministério da Saúde, 2017a). 

Entretanto, devido a todas as limitações e ao aumento de cepas resistentes, estes 

medicamentos vêm sendo utilizados exclusivamente em associações terapêuticas ou 

substituídos por outras opções, como anfotericina B (Ministério da Saúde, 2017a; Van 

Griensven e Diro, 2019). 

 

 

1.3.2 Anfotericina B 

 

A anfotericina B (Figura 7), é um agente antifúngico da classe dos polienos, 

licenciada desde 1959 para o tratamento de infecções fúngicas, sendo um dos 

fármacos mais prescritos nesta área (Newcomer et al., 1959; Lago e Tempone, 2018). 

Atualmente, é também utilizado para leishmaniose visceral, compondo a segunda 
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linha de tratamento desta doença. A anfotericina B vêm sendo empregada 

principalmente em pacientes que apresentem contraindicações aos antimoniais 

pentavalentes ou comorbidades prévias, em casos de resistência e para o tratamento 

de gestantes (Akbari et al., 2017). No entanto, apresenta consideráveis efeitos 

adversos, incluindo: nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, hipocalemia e anemia (Bekhit 

et al., 2018). 

A formulação lipossomal da anfotericina B (Ambisome®), foi desenvolvida 

anos depois, com o intuito de reduzir significativamente sua toxicidade, favorecendo 

sua biodisponibilidade enquanto mantem a potência, ampliando assim a aderência ao 

tratamento (Adler-Moore e Proffitt, 1993). No Brasil, a anfotericina B é utilizada por 

infusão intravenosa em um regime de 3 mg/kg/dia, durante 7 dias ou 4 mg/kg/dia, 

durante 5 dias (Ministério da Saúde, 2017a). Esta formulação apresenta efeitos 

adversos consideravelmente mais leves, com insuficiência renal, erupção cutâneas e 

urticarias, que são extinguidos após o fim do tratamento. Apesar de proporcionar os 

resultados mais promissores no tratamento da LV, este fármaco tem seu uso limitado 

devido a necessidade de administração parenteral e consequente hospitalização 

prolongada, além de um elevado custo, restringindo seu uso em locais de baixa renda, 

como grande parte dos países endêmicos (Uliana et al., 2018; Mazire et al., 2021). 

 

Figura 7 - Estrutura do fármaco anfotericina B. Fonte: DrugBank, 2022. 

 

 

1.3.3 Paromomicina 

 

A paromomicina (Figura 8), é um antibiótico oral de amplo espectro da classe 

dos aminoglicosídeos, desenvolvida em 1959 (Yow e Yow, 1961; Lago e Tempone, 

2018). Logo após, em 1968, seu uso terapêutico para as leishmanioses foi 

demonstrado. No entanto, apenas em 2007 este fármaco foi licenciado na Índia, para 
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tratamento de leishmaniose visceral por via intramuscular (Neal, 1968; Mazire et al., 

2021). Apesar da acessibilidade, o desenvolvimento de resistência, assim como os 

efeitos colaterais (ototoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade), limitaram o uso 

deste fármaco a regimes de combinação terapêutica. Além do mais, quando 

associada a antimoniais pentavalentes, a paromomicina apresenta resultados 

superiores aos da monoterapia, mostrando-se tão eficaz quanto os antimoniais 

isoladamente, porém com menor mortalidade (Bekhit et al., 2018; Van Griensven e 

Diro, 2019). 

 

Figura 8 - Estrutura do fármaco paromomicina. Fonte: DrugBank, 2022. 

 

 

1.3.4 Miltefosina 

 

A miltefosine, uma hexadecilfosfocolina (Figura 9), é um composto 

alquilfosfolipídico, análogo de fosfatidilcolina, desenvolvido primeiramente, em 1982, 

como anti-inflamatório e antineoplásico. Em 2002, foi introduzido como o primeiro 

medicamento de administração oral licenciado para a terapêutica das leishmanioses, 

tornando dispensável a hospitalização de pacientes e consequentemente expandindo 

a adesão ao tratamento (Unger et al., 1989; Uliana et al., 2018). Apesar de representar 

um grande avanço clínico, a miltefosina tem seu uso humano restringido, com 

aprovação apenas na Índia. Este fato se deve principalmente ao prolongado tempo de 

meia-vida plasmática deste fármaco, o que acarreta um grande risco de surgimento 

de cepas resistentes após uso extensivo (Bekhit et al., 2018; Palić et al., 2022). No 

Brasil, a miltefosina foi disponibilizada somente em 2017, sendo empregada 

exclusivamente no tratamento de leishmaniose visceral canina e posteriormente na 

leishmaniose tegumentar humana (Ribeiro et al., 2018). Ademais, por ser um 

composto teratogênico, o tratamento de mulheres grávidas ou em período fértil é 
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inviabilizado. Dentre outros efeitos adversos, é possível mencionar: diarreia, vômito, 

febre, além de ocasional nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (Mazire et al., 2021). 

 
 

Figura 9 - Estrutura do fármaco miltefosina. Fonte: DrugBank, 2022. 

 

 

1.4. Descoberta e Desenvolvimento de Novas Quimioterapias 

 

A introdução de uma nova molécula farmacêutica no mercado, desde o 

conceito inicial até o lançamento do produto (Figura 10), é um processo extenso e de 

elevado custo, com duração em torno de 10 a 17 anos e despesas acima de US$ 1 

bilhão (Balaña-Fouce et al., 2019). Neste contexto, este desenvolvimento pode ser 

fundamentado em duas vertentes diferentes: reposicionamento ou descoberta. A 

primeira consiste na inclusão de novas indicações terapêuticas para fármacos já 

aprovados. Considerando que estes compostos já possuem perfis de farmacocinética 

e segurança comprovados por ensaios clínicos, é possível então reduzir o tempo e 

custo do processo (Cha et al., 2018, Andrade-Neto et al., 2018). Já a segunda, visa a 

identificação de novas moléculas químicas, provenientes de diferentes fontes: 

produtos naturais, bibliotecas químicas, métodos computacionais ou química 

combinatória (Swinney e Anthony, 2011; Pirintsos et al., 2022). Atualmente o arsenal 

quimioterápico da leishmaniose visceral compreende fármacos predominantemente 

introduzidos por reposicionamento (Lago e Tempone, 2018).  
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Figura 10 - Etapas do desenvolvimento de fármacos. Adaptado de Ferreira, 2019. 

 

Independente da estratégia empregada, as etapas iniciais da pesquisa de 

novos quimioterápicos incluem essencialmente a identificação de um composto ativo 

(hit compound), que pode ser realizada por triagens baseadas em alvos terapêuticos 

ou triagens fenotípicas (Balaña-Fouce et al., 2019; Cohen e Azas, 2021). 

Desde o início da era genômica na década de 80, as grandes indústrias 

farmacêuticas vêm priorizando a seleção de moléculas com atividade em um alvo 

molecular específico, identificado in silico e validado bioquimicamente in vitro. Esta 

abordagem é conhecida como triagem baseada em alvos terapêuticos. Normalmente, 

são selecionadas proteínas conhecidas, envolvidas em processos fundamentais para 

a progressão da doença, desenvolvimento e sobrevivência do microrganismo ou 

parasita. Alvos moleculares ausentes no hospedeiro mamífero ou estruturalmente 

diferentes, são também cruciais, visto que reduzem os possíveis efeitos adversos 

(Davis, 2020, Vincent et al., 2020). No entanto, na área das leishmanioses, estas 

proteínas e vias metabólicas ainda não são bem estabelecidas e poucos alvos são 

conhecidos e validados, restringindo o uso desta técnica. A falta de tradução dos 

resultados moleculares para estudos em organismos celulares in vitro ou in vivo e, 
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consequente, ausência de eficácia, também reduz o número de candidatos 

promissores provenientes desta triagem (Jones et al., 2018; Balaña-Fouce et al., 

2019). 

Segundo o DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative), a abordagem 

fenotípica é considerada a mais apropriada e eficiente para aumentar a diversidade 

química, no que se trata de protozooses negligenciadas (Don e Ioset, 2014). Neste 

tipo de triagem uma molécula é selecionada com base em sua atividade frente a uma 

célula, tecido ou organismo, não sendo definido um alvo terapêutico específico. Desta 

forma, é possível mimetizar as condições fisiológicas celulares e até as do hospedeiro, 

gerando resultados de maior relevância biológica e reduzindo possíveis falhas 

terapêuticas nas fases subsequentes (Clatworthy et al., 2018). No entanto, um dos 

grandes desafios das triagens fenotípicas para doenças parasitarias é a existência de 

múltiplas formas morfológicas, restritas a diferentes microambientes e com 

metabolismos distintos. No caso das leishmanias, o processo de seleção do estágio 

de desenvolvimento a ser trabalho é crítico para a evolução da pesquisa e os ensaios 

podem ser realizados em promastigotas, amastigotas axênicas ou intracelulares, 

sendo a última, a forma priorizada devido a maior importância clínica (Cohen e Azas, 

2021). 

Ao mesmo tempo, a elucidação do mecanismo de ação dos compostos, fica 

como um viés desta abordagem e é investigado apenas após a confirmação de sua 

eficácia. Apesar de não ser necessário para o registro do fármaco, este tipo de 

informação é extremamente relevante para identificação de novos alvos moleculares 

e otimização estrutural racional para incremento da potência e seletividade, além de 

auxiliar na compreensão de uma possível toxicidade (Aulner et al., 2019; Rycker et al., 

2022). Entretanto, apenas 10 a 20% dos fármacos aprovados atualmente possuem 

mecanismos de ação elucidados ou conhecidos. No tratamento das leishmanioses, 

grande parte dos fármacos utilizados na clínica não possuem informações precisas e 

parecem interagir e interferir com múltiplos alvos metabólicos. Sendo assim, a 

inclusão de fármacos com diferentes mecanismos de ação oferece a oportunidade de 

descoberta de novos alvos moleculares e vias metabólicas, podendo promover a 

redução dos índices de resistência e aumentar a efetividade de combinações 

terapêuticas, com o estímulo de vias alternativas de morte celular (Davis, 2020). 
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O processo de construção de uma nova molécula farmacêutica exige a 

adequação de suas características àquelas de fármacos já aprovados (drug-likeness). 

Para isto, após a triagem e seleção de um composto ativo, este é utilizado como 

protótipo para otimização estrutural, objetivando o desenvolvimento de uma molécula 

que atenda aos requisitos de perfil farmacêutico desejável (lead compound). Este 

processo denominado “hit-to-lead”, envolve o incremento de propriedades físico-

químicas e farmacológicas, visando a melhora da potência e seletividade. Sendo 

assim, as modificações moleculares auxiliam na seleção de fármacos com parâmetros 

apropriados de biodisponibilidade, estabilidade e solubilidade, tendendo a apresentar 

uma melhor eficácia in vivo (Nag et al., 2022). Em triagens fenotípicas, devido à 

ausência de alvos bioquímicos definidos, o processo de otimização molecular pode 

ser iniciado por meio de estudos in silico, utilizando softwares e filtros específicos. 

Desta forma, é possível direcionar o desenho de análogos através de predições de 

parâmetros físico-químicos (logP, log D, solubilidade, massa molecular) e 

propriedades farmacocinéticas de ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, 

excreção e toxicidade) (Katsuno et al., 2015; Lombardo et al., 2017).  

Considerando que a maioria das falhas terapêuticas são observadas em fases 

pré-clínicas e clínicas, o grupo da farmacêutica Novartis, demonstrou a importância 

dos estudos farmacocinéticos e farmacodinâmicos (PK/PD). Com isto, um novo 

racional foi sugerido para este processo, incluindo estas etapas nas fases iniciais da 

pesquisa de novos fármacos, aumentando assim a chance de êxito (Tuntland et al., 

2014). Portanto, para os compostos com eficácia terapêutica e características 

moleculares adequadas, é primordial a obtenção de um perfil farmacocinético 

detalhado (Hughes et al.¸2011). Esta avaliação é realizada in vivo após tratamento 

com o composto de interesse, fornecendo informações de exposição plasmática (AUC 

- área sob a curva), tempo de meia vida (T1/2) e concentração máxima (Cmax). Desta 

forma, é possível prever o esquema posológico, estabelecendo um projeto 

experimental refinado e personalizado para etapas posteriores e reduzindo o tempo 

de desenvolvimento do fármaco e o uso de animais. Durante os testes iniciais de 

farmacocinética, moléculas que demostrem resultados promissores podem prosseguir 

para uma investigação mais extensa, com múltiplas doses, diferentes concentrações 

e vias de administração, além de serem consideradas como candidatas para estudos 

pré-clínicos de eficácia in vivo, farmacodinâmica e metabolismo. Já as moléculas com 
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propriedades desfavoráveis, devem regressar ao processo de otimização estrutural 

(Croft, 2017; Balaña-Fouce et al., 2019). 

 

 

1.5. Produtos Naturais como Novos Protótipos Farmacêuticos  

 

Produtos naturais são compostos químicos derivados de animais, plantas ou 

microrganismos. Desde os primórdios da medicina são utilizados para o tratamento 

de doenças humanas, constituindo a base dos primeiros fármacos descobertos (Tiwari 

et al., 2018). Historicamente, diversas pesquisas sobre a eficácia e segurança destes 

produtos foram fundamentadas nos conhecimentos tradicionais, orientadas pela 

etnofarmacologia. Neste contexto, ao longo dos anos, produtos naturais vêm 

desempenhando um papel fundamental como fonte de compostos com excelente 

potencial farmacológico, empregados também como protótipos para inspiração de 

novas moléculas químicas (Chopra e Dhingra, 2021). 

Atualmente, os produtos de fontes naturais vêm sendo cada vez mais 

difundidos e a exploração cientifica de suas aplicações vêm contribuindo 

significativamente para o desenvolvimento de agentes terapêuticos, principalmente 

nas áreas de doenças infecciosas e câncer (Atanasov et al., 2021; Pirintsos et al., 

2022). Newman e Cragg (2020) relatam que cerca de 50% de todos os fármacos 

aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) tem suas estruturas baseadas 

em produtos naturais (Figura 11). Dentre eles, podem ser citados anticancerígenos 

como taxol (Taxus brevifolia), vimblastina e vincristina (Catharanthus roseus). 

Também são descritos exemplos bem-sucedidos de analgésicos como morfina 

(Papaver somniferum) e o antibiótico penicilina (Penicillium spp.), além do primeiro 

fármaco antimalárico, quinina (Cinchona spp.) e a artemisinina (Artemisia annua) 

(Thomford et al., 2018; Varela e Fernandes, 2020). 
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Figura 11 - Distribuição (em porcentagem) das fontes de 1881 fármacos desenvolvidos no 

período de 1981 a 2019. (B) macromolécula biológica; (N) produto natural; (NB) extrato botânico; (ND) 

derivado de produto natural: semissintético; (S) fármaco totalmente sintético; (S/NM) fármaco 

totalmente sintético inibidor competitivo direto do substrato natural; (S*) fármaco totalmente sintético 

com o farmacóforo de produto natural; (S*/NM) fármaco totalmente sintético com farmacóforo de 

produto natural inibidor competitivo direto do substrato natural e (V) vacina. Fonte: Adaptado de 

Newman e Cragg, 2020. 

 

Em especial, as plantas são a principal fonte de moléculas farmacêuticas, 

oferecendo um gama de substâncias naturais com eficácia terapêutica (Beutler et al., 

2019). Além disso, extratos vegetais são prescritos até hoje para o tratamento de 

doenças em diversos países, como China e Índia (Zhang et al., 2020). Estima-se 

também que existam de 300 a 400 mil espécies de plantas no mundo, poucas 

exploradas quanto a sua quimiodiversidade. Desta forma, a relevância das pesquisas 

fitoterápicas é evidenciada, principalmente em países tropicais como o Brasil, que 

possui uma das mais vastas biodiversidades do mundo (Thomford et al., 2018; 

Newman e Cragg, 2020). A variedade e abundância destes vegetais resultam então 

em uma grande diversidade de metabólitos secundários produzidos, principalmente 

nas diferentes condições ecológicas nas quais as plantas são submetidas, impactando 

diretamente seu metabolismo. Estas moléculas desempenham papeis importantes na 

sobrevivência, comunicação, proteção contra predadores e estresses ambientais 

(Pirintsos et al., 2022). Considerando que a biodiversidade do planeta ainda é pouco 

explorada, um número grande de produtos naturais tende a ser descoberto no futuro, 
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fornecendo uma oportunidade de ampliação do espaço químico conhecido (Chopra e 

Dhingra, 2021). 

 

 

1.5.1 Nectandra leucantha (Laureceae) 

 

A Lauraceae está entre as principais famílias de angiospermas conhecidas, 

compreendendo aproximadamente 68 gêneros e 3000 espécies, predominantemente 

arbóreas e de ocorrência em regiões tropicais e subtropicais (Gottlieb, 1972; The Plant 

List, 2022). Ademais, esta família possui grande relevância econômica, produzindo 

frutos e especiarias comercializáveis, como abacate e canela, além de madeira de 

alta qualidade. Do ponto de vista fitoquímico, é fonte majoritariamente de lignóides e 

alcalóides (Grecco et al., 2016). 

O gênero Nectandra é o segundo maior da família Lauraceae, englobando 

cerca de 120 espécies, sendo 40 delas encontradas no Brasil. As plantas deste gênero 

dispõem de uma grande químiodiversidade, sendo empregadas na medicina 

tradicional como anti-inflamatórios, anestésicos, analgésicos, antiprotozoários e 

antifúngicos (Macías-Villamizar et al., 2015). A composição química deste gênero foi 

primeiramente reportada em 1898 e uma variedade de substâncias foi descoberta 

posteriormente (Garcez et al., 2009; Grecco et al., 2016). Sobretudo, a espécie 

Nectandra leucantha Ness & Mart (Figura 12) tem sido frequentemente associada a 

produção de metabolitos secundários com potencial farmacológico. Esta arvore de 

grande porte (5-10 m), popularmente nomeada de "canela-branca" ou "canela-seca”, 

é encontrada em diferentes estados brasileiros (São Paulo, Santa Catarina, Minas 

Gerais, Paraná e Rio de Janeiro), incentivando ainda mais sua investigação. Desta 

forma, uma ampla diversidade de compostos isolados foi descrita, incluindo não 

apenas lignóides e alcalóides, mas também uma quantidade abundante de 

flavonóides, terpenos, fenilpropanóides e esteróides (Zanon et al., 2009; Grecco et al., 

2016). 
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Figura 12 - Nectandra leucantha Nees & Mart (Lauraceae). Fonte: UFRGS, 2018. 

 

 

1.5.2 Estudos Prévios: Neolignanas de Nectandra leucantha (Laureceae) 

 

Neolignanas são uma subclasse de lignóides, constituídas pelo acoplamento 

de dois fenilpropanoides. Estes metabolitos secundários são biosintetizados com base 

no aminoácido fenilalanina e diferentemente das lignanas, a ligação dos dímeros não 

ocorre pelos carbonos 8-8’ (Teponno et al., 2016; Varela e Fernandes, 2020). Na 

busca por novos fármacos para leishmaniose visceral, nosso grupo descreveu 

pioneiramente a atividade anti-Leishmania (L.) donovani de neolignanas isoladas da 

planta brasileira Nectandra leucantha (Lauraceae) (Costa-Silva et al., 2015). Entre 

elas, desidrodieugenol B (Figura 13) foi a mais seletiva e em uma análise posterior, 

demonstrou um perfil de segurança promissor in silico, sem potencial mutagênico, 

carcinogênico ou genotóxico (Grecco et al., 2017b). Ademais, a atividades anti-

Trypanosoma cruzi destas neolignanas também foi reportada (Grecco et al., 2017a, 

2017b). 
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Figura 13 - Estrutura do composto desidrodieugenol B. Fonte: Costa-Silva et al., 2015. 
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A partir desses estudos, quatro derivados semissintéticos foram preparados 

por modificações químicas estruturais, utilizando o desidrodieugenol B como protótipo. 

Os compostos demonstraram atividade potente e seletiva contra amastigotas de 

Leishmania (L.) infantum in vitro, com valores de CE50 variando de 6 a 35 µM. Além 

disso, em uma avaliação in silico, apresentaram boa disponibilidade oral, não se 

assemelharam a compostos de interferência (PAINS) e também não exibiram 

potencial mutagênico ou indutor de fosfolipidose (Amaral et al., 2019). 

O processo de obtenção da neolignana desidrodieugenol B através de galhos 

e folhas de Nectandra leucanta, é conhecido e relatado na literatura (Costa-Silva et 

al., 2015; Grecco et al., 2017b). No entanto, com o intuito de facilitar a obtenção e 

possibilitar alterações mais especificas na molécula, a síntese total desse composto 

foi desenvolvida, utilizando como base um acoplamento de Ullmann catalisado por 

cobre (Buck et al., 2002). A estratégia de síntese compreende seis etapas e envolve 

a iodação do anel aromático de uma molécula de eugenol, previamente protegida por 

um grupo protetor metoximetila (MOM), seguida do acoplamento a outro eugenol. Ao 

final, o grupamento MOM é retirado e se tem desidrodieugenol B como produto 

(Figura 14) (Sear et al., 2020). 

 

Figura 14 - Esquema de síntese total do desidrodieugenol B em seis etapas. 

 

Neste trabalho, utilizando dehidrodieugenol B como protótipo, uma série de 

55 derivados sintéticos e 2 semissintéticos foram preparados e analisados contra 

amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum. Esses compostos foram 

sintetizados com diferentes padrões de substituições estruturais objetivando 

incrementar a atividade biológica. Para isso três abordagens foram empregadas 

(Figura 15): I) Substituições no grupo fenol do anel A (R1); II) Remoção dos grupos 
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metoxi (R2-A e B) e III) Saturação, substituição ou remoção das cadeias laterais de 

alil (R3-A e B). 

R3-A
A

B

R3-B

R2-A

R2-B

R1

 

Figura 15 - Abordagens de modificação estrutural do desidrodieugenol B. 

 

 

1.6. Justificativa 

 

Tendo em vista o atual cenário de resistência e o número restrito de fármacos 

disponíveis na clínica, todos com inúmeras limitações de toxicidade, a pesquisa de 

novas quimioterapias para a leishmaniose visceral se faz indispensável e urgente. 

Considerando a diversidade de produtos naturais disponíveis para exploração e os 

estudos prévios realizados com neolignanas provenientes da biodiversidade 

brasileira, o presente trabalho visa ampliar as bibliotecas químicas por meio de 

otimizações moleculares, utilizando abordagens multidisciplinares e incluindo 

colaborações internacionais.  

Desta forma, o desidrodieugenol B, isolado da planta Nectandra leucantha 

(Lauraceae), foi selecionado como protótipo para a construção de novas moléculas 

farmacêuticas. Este processo foi realizado através de um racional estratégico de “hit 

to lead”, baseado em triagens fenotípicas, objetivando a obtenção de um análogo mais 

seletivo e potente, com propriedades físico-químicas e farmacológicas desejáveis. 

Buscamos assim, dar impulso a pesquisa científica e ampliar a competência no 

desenvolvimento de novas terapias para a leishmaniose visceral. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Gerais 

 

Estudar in vitro a atividade anti-Leishmania (L.) infantum de novos derivados 

semissintéticos e sintéticos da neolignana desidrodieugenol B e selecionar o 

composto mais promissor para avaliação dos possíveis mecanismos de ação 

antiparasitária e perfil farmacocinético. 

 

 

2.2 Específicos 

 

1. Preparar uma nova série de compostos sintéticos e semissintéticos 

derivados da neolignana desidrodieugenol B. 

2. Determinar in vitro a Concentração Efetiva 50% (CE50) dos compostos em 

formas amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum. 

3. Determinar in vitro a Concentração Citotóxica 50% (CC50) dos compostos 

em células de mamífero. 

4. Estudar in silico propriedades físico-químicas e parâmetros de ADMET 

(absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade) do composto mais 

promissor. 

5. Estudar in vitro a atividade hemolítica do composto mais promissor em 

eritrócitos de camundongo. 

6. Avaliar in vitro os possíveis mecanismos de ação do composto mais 

promissor em promastigotas de L. (L.) infantum, investigando:  

 

a. Alterações na permeabilidade da membrana plasmática;  

b. Alterações no potencial da membrana plasmática (Δψp);  

c. Alterações no potencial da membrana mitocondrial (Δψm);  

d. Alterações nos níveis de adenosina trifosfato (ATP); 

e. Alterações nos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS); 

f.  Alterações nos níveis de cálcio intracelular (Ca2+); 

g. Alterações nos acidocalcissomos; 
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h. Alterações nos níveis de proteínas totais;  

l. Alterações no perfil proteico por MALDI-TOF/MS; 

i. Alterações do ciclo celular; 

j. Alterações na integridade do DNA; 

k. Alterações ultraestruturais por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). 

 

7. Avaliar o potencial imunomodulatório do composto mais promissor, 

através da dosagem de óxido nítrico (NO) e citocinas. 

8. Determinar in vivo o perfil farmacocinético do composto mais promissor. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1  Reagentes e Equipamentos 

 

Sytox® Green, brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT), 

ácido bis-(1,3-dimetil tiobarbitúrico) trimetil oxonol (Bisoxonol), 2',7'- diacetato de 

diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA), iodeto de 5,5', 6,6'-tetracloro-1,1', 3,3'-

tetraetilbenzimidazolil carbocianina (JC-1), ATP Determination Kit, iodeto de propídio 

(PI), laranja de acridina, fluo-4 AM e BCA Protein Assay Kit foram adquiridos da 

Thermo Fisher Scientific. Soro fetal bovino (SFB) foi obtido da Gibco, sulfato de 

gentamicina da Hipolabor Farmacêutica e QIAamp DNA Mini Kit da Qiagen. A matrix 

de ácido α-ciano-4-hidroxi-cinâmico (HCCA) e o padrão bacteriano de extrato proteico 

DH5-alfa de Escherichia coli (BTS) foram adquiridos da Bruker-Daltonics. Já os kits 

BD OptEIA Mouse ELISA set para IL-4, IL-10, IL-12 e INF-γ foram obtidos da BD 

Biosciences. Todos os outros reagentes não mencionados foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich. 

As leituras de luminescência, absorbância e fluorescência foram realizadas 

utilizando o espectrofluorímetro FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader 

(Molecular Devices) ou o citômetro de fluxo Atunne NxT (Thermo Fisher Scientific). 

Os espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) de 13C foram registrados a 75 

MHz e de 1H a 300 MHz, em um espectrômetro Bruker Advance 300. CDCl3 foi 

empregado como solvente e TMS como referência. 

As análises de cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) para avaliação 

de pureza foram realizadas no equipamento Proeminence LC-20A (Shimadzu) e para 

a avaliação farmacocinética no Nexera-i LC-2040C (Shimadzu). As análises de 

espectrometria de massas de alta resolução (HRMS) para caracterização dos 

compostos foram realizadas no Daltonics MicroTOF QII (Bruker-Daltonics) e para a 

avaliação do perfil proteico no MALDI-TOF/MS BrukerAutoflex III (Bruker-Daltonics). 
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3.2  Animais de Experimentação 

 

Hamsters dourados (Mesocricetus auratus) machos e camundongos BALB/c 

fêmeas foram obtidos do biotério do Instituto Adolfo Lutz de São Paulo (IAL) e 

mantidos em caixas esterilizadas com ambiente controlado, recebendo água e 

alimento ad libitum.  

Todos os procedimentos realizados com os animais foram previamente 

avaliados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Adolfo Lutz 

e do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de São Paulo (Projeto CEUA 

05/2018, 000404A respectivamente).  

 

 

3.3  Parasitas 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (MHOM/BR/1972/LD) foram cultivadas em 

meio 199 suplementado com NaHCO3 (26 mM), L-glutamina (2 mM), sulfato de 

gentamicina (20 µg/mL), SFB (10%), hemina (0,25%) e urina humana (5%) a 24°C e 

pH 7,2. 

Amastigotas de L. (L.) infantum foram obtidas a partir da purificação por 

centrifugação diferencial do baço de hamsters dourados com 60-70 dias de infeção. 

O número de parasitas foi determinado pelo método de Stauber e colaboradores 

(1958). Para manutenção da cepa, animais recém-desmamados foram infectados 

mensalmente com 1x108 amastigotas/animal. 

 

 

3.4  Células de Mamíferos 

 

Fibroblastos de tecido conjuntivo de camundongos, NCTC clone 929 (ATCC® 

CCL-1™), foram fornecidos pela Seção de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz-

SP e mantidos em meio RPMI-1640 com NaHCO3 (24 mM), sulfato de gentamicina 

(20 µg/mL) e 10% de SFB em pH 7,2 a 37°C em estufa com 5% de CO2. 



44 
 

 
 

Macrófagos peritoneais foram coletados por meio de lavagem da cavidade 

peritoneal de camundongos BALB/c com meio RPMI-1640 acrescido de NaHCO3 (24 

mM), sulfato de gentamicina (20 µg/mL) e 10% de SFB em pH 7,2.  

 

 

3.5  Preparo dos Derivados Sintéticos e Semissintéticos 

 

3.5.1  Derivados Sintéticos 

 

Os compostos sintéticos foram obtidos em colaboração com o Prof. Dr. 

Edward A. Anderson (Department of Chemistry, Oxford University, Oxford - UK) 

utilizando como protótipo desidrodieugenol B. Uma serie de 55 derivados foi 

preparada por meio de alterações químicas nas cadeias laterais desta neolignana, 

seguindo a síntese orientada pela diversidade estrutural (Tabela 1). Os compostos 

foram caracterizados por RMN e HRMS, com grau de pureza no mínimo de 97%, 

analisado por HPLC. 

 

Tabela 1 - Estrutura e massa molecular (MM) do protótipo desidrodieugenol 

B e dos 55 compostos sintéticos preparados. 

 

Estrutura Molecular MM  Estrutura Molecular MM 

 

Desidrodieugenol B 

326,15 

 

CES392 

370,44 

 

CES410 

342,43 

 

CES411 

300,35 



45 
 

 
 

 
CES413 

328,40 

CES427 

406,47 

 

CES429 

286,32 

 

CES435 

326,39 

 

CES436 

406,47 

 

CES437 

448,55 

 

CES438 

268,32 

 

CES442 

328,36 

 

CES448 

328,36 

 

CES462 

366,45 
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CES464 

328,40 

 

CES467 

446,53 

 

CES468 

450,57 

 

CES474 

296,36 

 

CES475 

416,51 

 

CES476 

437,53 

 

CES477 

453,53 

 

CES508 

416,51 

 

CES509 

423,54 

 

CES512 

439,54 
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CES530 

296,36 

 

CES535 

448,55 

 

MMH661 

300,35 

 

PP1 

329,39 

 

PP2 

385,45 

 

PP3 

369,45 

 

PP126 

310,39 

 

PP475 

489,25 

 

PP480 

505,25 

 

SN27 

505,65 
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SN28 

507,63 

 

SN32 

420,55 

 

SN34 

488,55 

 

SN36 

438,54 

 

SN39 

477,60 

 

SN43 

486,53 

 

SN44 

458,52 

 

SN45 

408,60 

 

SN47 

408,51 

 

SN48 

510,63 
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SN52 

475,63 

 

 

SN57 

390,52 

 

SN58 

477,60 

 

SN59 

388,46 

 

SN62 

428,49 

 

SN63 

450,57 

 

HA043 

497,59 

 

HA075 

507,63 

 

HA077 

567,68 

 

HA078 

545,60 
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HA147 

378,49 

 

HA171 

564,68 

 

 

3.5.2  Derivados Semissintéticos 

 

O isolamento do composto natural, desidrodieugenol B, foi realizado com o 

auxílio do Prof. Dr. João Henrique G. Lago (Centro de Ciências Naturais e Humanas, 

Universidade Federal do ABC, Santo André - SP) seguindo a metodologia descrita 

pelo grupo previamente (Costa-Silva et al., 2015). Os galhos de N. leucantha foram 

coletados e identificados pelo botânico Euder G. A. Martins (CEPEMA-USP) no 

Parque Ecológico do Perequê na cidade de Cubatão/SP (Grecco SS et al., 2015). O 

material foi depositado no Herbário do Instituto de Biociências da Universidade de São 

Paulo (USP) com o número da exsicata EM357. 

Aproximadamente 263 g de galhos finos foram secos em temperatura 

ambiente e moídos. O material vegetal foi então extraído até esgotamento com 

hexano e em seguida com MeOH. O extrato metanólico (12 g) foi submetido a um 

fracionamento em coluna de sílica gel (650 g), utilizando como eluente as misturas de 

Hex:AcOEt:MeOH com gradiente em ordem crescente de polaridade. Deste processo 

foram obtidas 217 frações (60 mL cada), as quais foram analisadas por cromatografia 

em camada delgada (CCD) e reagrupadas por similaridade em 15 grupos. As frações 

foram evaporadas sob pressão reduzida e analisadas por 1H RMN. De acordo com os 

perfis cromatográficos obtidos foi possível observar que os grupos 5 e 6 (frações 43-

58) continham o composto de interesse.  

Os dois grupos (798,9 mg) foram então submetidos a um fracionamento por 

coluna de Sephadex LH-20 (90 x 2 cm), utilizando como eluente uma mistura de 1:4 

Hex:DCM e em seguida 3:2 DCM:Acetona. O fracionamento foi realizado em duas 

etapas com a aplicação de aproximadamente 400 mg em cada. De cada processo 

foram obtidas 40 frações, as quais foram reagrupadas por similaridade utilizando 
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CCD. Após evaporação do solvente, os cinco grupos obtidos foram submetidos a 

análise de 1H RMN, onde foi possível observar que 2 e 3 (frações 11-32) continham 

desidrodieugenol B puro (325 mg). 

Posteriormente, dois compostos semissintéticos (MA001 e MA002, Tabela 2) 

foram preparados no laboratório do Prof. Dr. João Paulo Fernandes (Instituto de 

Ciências Ambientais, Químicas e Farmacêuticas, Universidade Federal de São Paulo, 

Diadema - SP). 

 

Tabela 2 - Estrutura e massa molecular (MM) dos dois compostos 

semissintéticos preparados. 

 

Estrutura Molecular MM Estrutura Molecular MM 

 

MA001 

404,13 

 

MA002 

398,17 

 

O primeiro composto foi sintetizado a partir de uma solução de 

desidrodieugenol B (34,2 mg; 0,1 mmol) em DCM (10 mL) onde foram adicionados 

cloreto de metanossulfonila (22,91 mg; 0,2 mmol; 2 equivalentes), Et3N (0,1 mL; 0,7 

mmol; 7 equivalentes) e DMAP (1,22 mg; 0,01 mmol; 0,1 equivalentes). Após 48h de 

agitação a 60°C, foram realizadas duas extrações líquido-líquido com 5 mL NaHCO3 

em água e a fase orgânica foi então seca com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada. 

Ao final, o produto MA001 (28 mg; 0,069 mmol; 69%) foi obtido. 

Já para o preparo do segundo composto, em uma solução de 

desidrodieugenol B (21,8 mg; 0,067 mmol) em DCM (5mL) foram adicionados cloreto 

de metoxiacetila (24,7 mg; 0,23 mmol; 3,4 equivalentes), Et3N (0,1 mL; 0,7 mmol; 10,4 

equivalentes) e DMAP (1,22 mg; 0,01 mmol; 0,15 equivalentes). Após 24h de agitação 

a 60°C, foram realizadas duas extrações líquido-líquido com 5 mL NaHCO3 em água 

e a fase orgânica foi então seca com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada. O extrato 

obtido foi purificado por cromatografia em sílica gel, utilizando como eluente 
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Hex:AcOEt 9:1 (50 mL) e 2:1 (50 mL), para obtenção do produto MA002 (7,2 mg; 

0,018 mmol; 27%). 

Os dois derivados semissintéticos foram submetidos a uma análise por HPLC 

para avaliação do grau de pureza. O perfil cromatográfico foi obtido a 254 nm em 

condição analítica, através de uma coluna C4 (ACE, 250 x 4,6mm, 5 µm particula) 

com eluição em modo isocrático (fluxo de 1 mL/min), utilizando 95% de MeOH e 5% 

de H2O como fase móvel. As amostras foram preparadas em MeOH a 1,5 mg/mL e o 

volume de injeção foi de 20 μL.  

A caracterização dos compostos foi realizada por HRMS. MA001 (100 pg/μL) 

e MA002 (400 pg/μL) foram preparados em fase aquosa com água ultrapura Milli-Q 

sob duas condições diferentes: I) 5 mM de formiato de amônio e 0,1% de ácido fórmico 

e II) 0,1% de ácido fórmico. Em sequência, as amostras foram analisadas em 

espectrômetro de massas, utilizando como fase móvel MeOH e fase aquosa (1:1 v/v). 

 

 

3.6  Determinação in vitro da Concentração Efetiva 50% (CE50) 

 

Macrófagos peritoneais (1x105 células/poço) foram inseridos em placas 

NUNC de 16 poços e incubados a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 24h. 

Posteriormente, uma infecção com amastigotas de L. (L.) infantum (10:1 

amastigotas/macrófago) foi realizada sob as mesmas condições descritas 

anteriormente. Os compostos foram então adicionados, serialmente diluídos em base 

2 (3 a 60 µM) em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB. O fármaco 

miltefosina foi utilizado como padrão e células não tratadas como controle negativo 

(100% viabilidade). Após 96h, as células foram fixadas com metanol, coradas com 

Giemsa e observadas em microscópio óptico (Tempone et al., 2007). A concentração 

efetiva 50% foi determinada por contagem diferencial de 200 macrófagos/poço, 

através do cálculo do índice de infecção (IF) (Chang et al., 1986): 

 

 

 

 

IF = Macrófagos Infectados x Amastigotas Intracelulares 

Macrófagos Totais 
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3.7  Determinação in vitro da Concentração Citotóxica 50% (CC50) 

 

Células NCTC (6x104 células/poço) foram adicionadas em placas de 96 poços 

e incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 48h com os compostos serialmente 

diluídos em base 2 (1,6 a 200µM) em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de 

SFB. Posteriormente, a viabilidade celular foi determinada através de uma incubação 

de 4h com MTT (0,5 mg/mL/poço). Para interromper a reação, foi acrescentado SDS 

(10% m/v) e após 24h a leitura da placa foi realizada em espectrofotômetro com 

comprimento de onda de 570 nm (Tada et al., 1986). 

O fármaco miltefosina foi utilizado como padrão e células não tratadas como 

controle negativo (100% viabilidade). Também foram adicionados controles contendo 

apenas os compostos e MTT, para verificar possíveis interferências na leitura. 

Seguindo a mesma metodologia, foi realizado também um ensaio de 

concentração citotóxica 50% com o composto PP480 utilizando macrófagos 

peritoneais (5x105 células/poço). 

 

 

3.8  Determinação do Índice de Seletividade (IS) 

 

O índice de seletividade dos compostos foi determinado por meio da razão: 

 

]] 

 

 

3.9  Análise in silico de Parâmetros Físico-químicos e ADMET 

 

As predições in silico foram realizadas utilizando o servidor SwissADME 

(Daina et al., 2017). Essa análise inclui vários modelos para avaliação de: i) 

propriedades físico-químicas como área de superfície polar topológica (TPSA) e 

número de ligações rotativas; ii) lipofilicidade (log P); iii) solubilidade aquosa (log S); 

iv) parâmetros farmacocinéticos como absorção gastrointestinal e inibição do 

CYP450; v) perfil drug-likeness incluindo filtros de Lipinski (Pfizer), Veber 

(GlaxoSmithKline) e Muegge (Bayer); vi) alertas estruturais para compostos de 

IS = CC50 em células de mamífero 

        CE50 em amastigotas intracelulares 
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interferência (PAINS). Além desses parâmetros, o servidor também disponibiliza um 

radar de biodisponibilidade, com intervalos ideais de seis propriedades: lipofilicidade, 

tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturação. 

 

 

3.10  Análise in vitro da Atividade Hemolítica 

 

Eritrócitos coletados de camundongos BALB/c foram adicionados em placas 

de 96 poços com fundo em “U” a uma concentração de 3% e tratados com diluições 

seriadas em base 2 (6,5 a 200 µM) do composto PP480 em PBS 1x a 24°C por 2h. 

Após este período, o sobrenadante celular foi coletado e analisado em 

espectrofotômetro em comprimento de onda à 570 nm para determinação da atividade 

hemolítica (Rea et al., 2013). Água ultrapura Milli-Q foi empregada como controle 

positivo e eritrócitos não tratados como controle negativo (100% viabilidade). 

 

 

3.11  Avaliação do Mecanismo de Ação em Promastigotas 

 

Os estudos de mecanismo de ação foram realizados com o composto mais 

potente e seletivo, PP480. Todos os experimentos utilizaram promastigotas de L. (L.) 

infantum em fase exponencial tardia e meio HBSS suplementando com NaHCO3 (4,2 

mM) e D-glicose (10 mM), exceções foram descritas. 

Com intuito de definir as condições experimentais ideais de tempo e 

concentração foi realizado um ensaio de CE50 com promastigotas. Parasitas (2x106 

parasitas/poço) foram adicionados em placas de 96 poços e tratados com o composto 

PP480 serialmente diluído em base 2 (1,6 a 200 µM) a 24°C por 1, 2, 3 e 4h. Após o 

período de incubação, a viabilidade celular determinada utilizando o método do MTT 

descrito na Seção 3.7 (Tada et al., 1986). A leitura da placa foi realizada em 

espectrofotômetro em comprimento de onda à 570 nm. Parasitas não tratados foram 

empregados como controle negativo (100% viabilidade). 
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3.11.1 Alterações na Permeabilidade da Membrana Plasmática 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram inseridos em 

placas pretas de 96 poços e incubados com Sytox® Green (1 µM) a 24ºC por 15 min. 

Em sequência, uma leitura basal foi realizada e o composto PP480 (169,2 µM) foi 

adicionado. A fluorescência foi monitorada a cada 20 min por 4h em 

espectrofluorímetro com filtros de excitação e emissão de 485 e 535 nm, 

respectivamente (Chicharro et al., 2001). 

Triton X-100 0,5% (v/v) foi emrpegado como controle positivo e parasitas não 

tratados como controle negativo (100% viabilidade, membrana integra) (Kulkarni et al., 

2009). Também foram adicionados controles contendo apenas o composto e 

fluoróforo, para verificar possíveis interferências na fluorescência. 

 

 

3.11.2 Alterações no Potencial de Membrana Plasmática (Δψp) 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram tratados com 

o composto PP480 (169,2 µM) por 2 e 4h a 24ºC. Posteriormente, uma lavagem foi 

realizada e bisoxonol (0,2 µM) foi acrescentado. Após 5 min de incubação a 

temperatura ambiente, a fluorescência foi observada em citômetro de fluxo com filtro 

de excitação 488 nm e emissão 574 nm (BL-2) (Luque-Ortega e Rivas, 2010). 

Sertralina (70 µM) foi empregada como controle positivo e parasitas não 

tratados como controle negativo (100% viabilidade, potencial basal) (Lima et al., 

2018). 

 

 

3.11.3 Alterações no Potencial de Membrana Mitocondrial (Δψm) 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram tratados com 

o composto PP480 (169,2 µM) por 2 e 4h a 24ºC. Em seguida, uma lavagem foi 

realizada e JC-1 (10 µM) foi acrescentado. Após 20 min de incubação a 24ºC, a 

fluorescência foi observada em citômetro de fluxo com filtro de excitação 488 nm e 
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emissão 530 (BL-1) e 574 nm (BL-2). O potencial de membrana mitocondrial foi 

estabelecido por meio da razão entre os canais BL-2/BL-1 (Mukherjee et al., 2002). 

CCCP (100 µM) foi empregado como controle positivo e parasitas não 

tratados como controle negativo (100% viabilidade, potencial basal). 

 

 

3.11.4 Alterações nos Níveis de Adenosina Trifosfato (ATP)  

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram tratados com 

o composto PP480 (169,2 µM) por 2 e 4h a 24ºC. Posteriormente, uma lavagem foi 

realizada e os parasitas foram lisados com Triton X-100 (0,5% v/v). Os níveis de ATP 

foram dosados utilizando um tampão de reação padrão (DTT 1 mM, luciferina 0,5 mM 

e luciferase 1,25 µg/ml) contido no ATP Determination Kit, de acordo com as 

instruções do fabricante. As amostras foram adicionadas em placas de 96 poços e 

observadas em luminômetro. Uma curva de ATP (1 a 6000 nM) foi utilizada como 

padrão para a quantificação (Dolai et al., 2009). 

CCCP (25 µM) foi empregado como controle positivo e parasitas não tratados 

como controle negativo (100% viabilidade, nível basal). Também foram adicionados 

controles contendo apenas o composto e o tampão de reação, para verificar possíveis 

interferências na luminescência. 

 

 

3.11.5 Alterações nos Níveis de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram inseridos em 

placas pretas de 96 poços e tratados com o composto PP480 (169,2 µM) por 2 e 4h a 

24ºC. Em sequência, H2DCFDA (5 µM) foi acrescentado e após 15 min de incubação 

a fluorescência foi monitorada em espectrofluorímetro com filtros de excitação e 

emissão de 485 e 535 nm, respectivamente (Mukherjee et al., 2002). 

Azida sódica (10mM) foi empregada como controle positivo e parasitas não 

tratados como controle negativo (100% viabilidade, nível basal). Também foram 

adicionados controles contendo apenas o composto e fluoróforo, para verificar 

possíveis interferências na fluorescência. 
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3.11.6 Alterações nos Níveis de Cálcio Intracelular (Ca2+) 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram pré-tratados 

com Fluo-4 AM (5 µM) em PBS 1x, por 1h a 24ºC. Posteriormente, os parasitas foram 

lavados e adicionados em placas pretas de 96 poços. Em seguida, uma leitura basal 

foi realizada e o composto PP480 (169,2 µM) foi adicionado. A fluorescência foi 

monitorada a cada 20 min por 4h em espectrofluorímetro com filtros de excitação e 

emissão de 485 e 535 nm, respectivamente (Corral et al., 2016). 

Triton X-100 0,5% (v/v) foi empregado como controle positivo e parasitas não 

tratados como controle negativo (100% viabilidade, nível basal). Também foram 

adicionados controles contendo apenas o composto e fluoróforo, para verificar 

possíveis interferências na fluorescência. 

 

 

3.11.7 Alterações nos Acidocalcissomos 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram pré-tratados 

com laranja de acridina (4 µM) em PBS 1x, por 5 min a 24ºC. Os parasitas foram então 

lavados e adicionados em placas pretas de 96 poços. Em sequência, uma leitura basal 

foi realizada e o composto PP480 (169,2 µM) foi adicionado. A fluorescência foi 

monitorada a cada 20 min por 4h em espectrofluorímetro com filtros de excitação e 

emissão de 485 e 535 nm, respectivamente (Serrano-Martín et al., 2009). 

Nigericina (4 µM) foi empregada como controle positivo e parasitas não 

tratados como controle negativo (100% viabilidade, nível basal) (Docampo et al., 

1995). Também foram adicionados controles contendo apenas o composto e 

fluoróforo, para verificar possíveis interferências na fluorescência. 

 

 

3.11.8 Alterações nos Níveis de Proteínas Totais 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram tratados com 

o composto PP480 (169,2 µM) por 2 e 4h a 24ºC. Posteriormente, uma lavagem foi 

realizada e os parasitas foram incubados em placas de 96 poços com um tampão de 
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reação padrão contido no BCA Protein Assay Kit, de acordo com as instruções do 

fabricante (Pinho et al., 2020). Após 30 min a 37°C, as amostras foram resfriadas a 

temperatura ambiente e observadas em espectrofotômetro com comprimento de onda 

de 550 nm. Uma curva de albumina (25 a 750 µg/mL) foi utilizada como padrão para 

a quantificação. 

Miltefosina (40 µM) foi empregada como controle positivo e parasitas não 

tratados como controle negativo (100% viabilidade, nível basal). Também foram 

adicionados controles contendo apenas o composto e o tampão de reação, para 

verificar possíveis interferências na leitura. 

 

 

3.11.9 Alterações no Perfil Proteico por MALTI-TOF/MS 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) foram tratados com 

o composto PP480 (169,2 µM) por 2 e 4h a 24ºC. Em seguida, duas lavagens foram 

realizadas com água ultrapura Milli-Q e o precipitado foi ressuspendido em 300 µL de 

água e 900 µL de etanol 70% (v/v). As amostras foram agitadas em vórtex por 30 

segundos e centrifugadas (10000 g por 2 min). Posteriormente, o precipitado foi 

ressuspendido em 20 µL de ácido fórmico 70% (v/v) e 20 µL de acetonitrila. As 

amostras foram novamente agitadas e centrifugadas sob as mesmas condições 

descritas anteriormente (Mouri et al., 2014). Por fim, 1 µL de sobrenadante foi 

adicionado em uma placa de aço polido MSP 96 poços (Bruker-Daltonics), sobreposto 

por 1 µL de matriz HCCA (50 mg/mL). A análise foi realizada em espectrômetro de 

massas MALDI-TOF/MS, com laser de nitrogênio a 337 nm. 

Miltefosina (40 µM) foi empregada como padrão e parasitas não tratados 

como controle negativo (100% viabilidade, perfil basal). Também foi adicionado o 

controle BTS, para calibração do equipamento. 

 

 

3.11.10 Alterações no Ciclo Celular 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (2x106 parasitas/poço) em fase exponencial 

foram tratados com o composto PP480 (169,2 µM) em meio 199 suplementado com 
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10% de SFB, por 24h a 24ºC. Os parasitas foram então lavados com PBS 1x e 

permeabilizados com etanol 70% (v/v) overnight, à -20°C. Após outra lavagem com 

PBS 1x, uma incubação com iodeto de propídio (10 µg/mL) e RNase A (20 µg/mL) foi 

realizada por 30 min à temperatura ambiente. Em sequência, a fluorescência foi 

monitorada em citômetro de fluxo com filtro de excitação 488 nm e emissão 574 nm 

(Luque-Ortega e Rivas, 2010). 

Miltefosina (25 µM) foi empregada como controle positivo e parasitas não 

tratados como controle negativo (100% viabilidade, ciclo celular padrão) (Paris et al., 

2004). 

 

 

3.11.11 Alterações na Integridade do DNA 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (1x107 parasitas/poço) foram tratados com 

o composto PP480 (169,2 μM) em meio 199 suplementado com 10% de SFB, por 24h 

a 24ºC. Os parasitas foram então lavados com PBS 1x e submetidos a extração do 

material genético utilizando o QIAamp DNA Mini Kit, de acordo com as instruções do 

fabricante. A quantificação do DNA total foi realizada em espectrofotômetro NanoDrop 

ND-1000 em comprimento de onda à 260/280 nm. Em sequência, o material genético 

purificado (300 ng) foi analisado por eletroforese durante 1h a 60 mV em gel de 

agarose 2% com brometo de etídio (0,5 μg/mL). A visualização foi realizada sob luz 

UV em transluminador MiniBIS Pro (DNR Bio Imaging System) (Corral et al., 2016). 

Peróxido de hidrogênio (H202 - 10 mM) foi empregado como controle positivo 

e parasitas não tratados como controle negativo (100% viabilidade, DNA integro) 

(Néris et al., 2013). 

 

 

3.11.12 Alterações Ultraestruturais por Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET) 

 

Promastigotas de L. (L.) infantum (3x107 parasitas/poço) foram tratados com 

o composto PP480 (169,2 µM) por 2, 4 e 6h a 24°C. Em sequência, os parasitas foram 

lavados, fixados em solução de glutaraldeído (2,5% m/v) e pós-fixados em tetróxido 
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de ósmio 1% (m/v). As amostras foram então desidratadas gradualmente em acetona 

e incluídas em resina Epon 812. Cortes ultrafinos foram corados com acetato de 

uranila e citrato de chumbo (Duarte et al., 1992). O material foi analisado em 

microscópio eletrônico de transmissão (JEOL JEM-1011). Parasitas não tratados 

foram empregados como controle negativo (100% viabilidade). Este procedimento foi 

realizado em colaboração com a Profª. Drª. Noemi N. Taniwaki (Laboratório de 

Microscopia Eletrônica, Instituto Adolfo Lutz, São Paulo - SP). 

 

 

3.12  Avaliação da Resposta Imunomodulatória 

 

3.12.1  Dosagem de Óxido Nítrico (NO) 

 

Macrófagos peritoneais (5x105 células/poço) foram inseridos em placas de 24 

poços e incubados a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 24h. Posteriormente, uma 

infecção com amastigotas de L. (L.) infantum (10:1 amastigotas/macrófago) foi 

realizada sob as mesmas condições descritas anteriormente. O composto PP480 foi 

então adicionado, serialmente diluído (7,5 a 60 µM) em meio RPMI-1640 

suplementado com 10% de SFB. Após 48h, os sobrenadantes celulares foram 

coletados e incubados em placas de 96 poços com reagente de Griess [1% (m/v) 

sulfanilamida, 0,1% (m/v) dicloridrato de naftil etilenodiamina e 2,5% (v/v) H3PO4]. A 

dosagem de óxido nítrico foi realizada pela leitura em espectrofotômetro em 

comprimento de onda à 570 nm (Green et al., 1990). Uma curva de NaNO2 (0 a 400 

µM) foi utilizada como padrão para quantificação de NO.  

LPS (25 µg/mL) foi empregado como controle positivo e células não tratadas 

como controle negativo (100% viabilidade, produção basal) (Choi et al., 2013). 

 

 

3.12.2  Dosagem de Citocinas 

 

A quantificação de citocinas foi realizada com o auxílio do Prof. Dr. Eduardo 

Antonio Ferraz Coelho (Setor de Patologia Clínica COLTEC, Universidade Federal de 

Minas Gerais, Belo Horizonte-MG). 
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Macrófagos peritoneais (1x106 células/poço), obtidos de camundongos 

BALB/c, foram inseridos em placas de 24 poços e incubados a 37°C em estufa com 

5% de CO2 por 2h. Posteriormente, uma infecção com promastigotas de L. (L.) 

infantum (10:1 amastigotas/macrófago) foi realizada por 24h sob as mesmas 

condições descritas anteriormente. O composto PP480 foi então adicionado nas 

concentrações de 60 e 10 µM em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB. 

Os sobrenadantes celulares foram coletados após 48 e 72h e as citocinas IL-4, IL-10, 

IL-12 e INF-γ foram dosadas por reações imunoenzimáticas de ELISA sanduiche, 

utilizando os kits de BD OptEIA Mouse ELISA set, de acordo com as instruções do 

fabricante. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro em comprimento de 

onda à 450 nm. 

Concanavalina A (ConA - 5 µg/mL) foi empregada como controle positivo e 

células não tratadas como controle negativo (100% viabilidade, produção basal). 

 

 

3.13  Determinação do Perfil Farmacocinético in vivo 

 

Os experimentos de avaliação de parâmetros farmacocinéticos in vivo foram 

realizados pela candidata por meio de um estágio na Universidade de Coimbra 

(Coimbra-PT), sob supervisão da Profª. Drª. Ana Cristina Bairrada Fortuna. 

O composto PP480 (5 mg/kg) foi administrado (10 mL/kg em soro fisiológico) 

por via intraperitoneal em seis ratos Wistar (3 fêmeas e 3 machos) com peso entre 

217 e 376 g. A partir de um cateter introduzido na veia caudal, amostras de sangue 

(300 µL) foram coletadas em tubos de heparina nos tempos de 30 min, 1, 2, 3, 5, 6, 8, 

12 e 24h. Para obtenção do plasma, as amostras foram centrifugadas a 2900 rpm por 

10 min a 4°C. As análises foram realizadas por HPLC seguindo um método analítico 

previamente validado e o perfil farmacocinético foi obtido utilizando o software 

WinNonlin 6.4, determinando a área sob a curva (AUC), concentração plasmática 

máxima (Cmax), tempo máximo (Tmax), tempo de meia vida (T½) e tempo médio de 

residência (MRT). 

A validação completa do método analítico para detecção e quantificação do 

composto PP480 em amostra biológica está descrita com detalhes no APÊNDICE . 
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3.14  Análises Estatísticas 

 

Os espectros de RMN 1H e 13C foram processados através do software MNova 

da Mestrelab Research. 

Os valores de CC50 e CE50 foram determinados através de curvas sigmoides 

dose-resposta, enquanto a significância estatística entre amostras foi analisada a 

partir de valores de P, pelo método One-way ANOVA, teste Tukey's Multiple 

Comparison. Todas as análises foram realizadas utilizando o software Graph Pad 

Prism 5.  

As amostras foram estudadas em duplicata e os ensaios foram reproduzidos 

no mínimo duas vezes, com um experimento representativo apresentado. 
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4 RESULTADOS 

  

4.1  Preparo dos Derivados Semissintéticos 

 

Desidrodieugenol B puro (325 mg), caracterizado por RMN e HRMS, foi obtido 

a partir do extrato metanólico de galhos de Nectandra leucanta por fracionamento em 

coluna de sílica e Sephadex LH-20, sucessivamente. 

 

 

Desidrodieugenol B: 1H RMN (CDCl3, 300 MHz, δ = ppm) 6,89 (1H, d, J = 8,1 

Hz, H3’), 6,80 (1H, d, J = 2,0 Hz, H6’), 6,72 (1H, dd, J = 8,1 e 2,0 Hz, H2’), 6,50 (1H, d, 

J = 1,8 Hz, H2), 6,40 (1H, d, J = 1,8 Hz, H6), 6,00 - 5,87 (2H, m, H8 e H8’), 5,12 - 5,01 

(4H, m, H9 e H9’), 3,89 (3H, s, H10), 3,87 (3H, s, H10’), 3,36 (2H, d, J = 6,6 Hz, H7’), 3,24 

(2H, d, J = 6,6 Hz, H7). 13C RMN (CDCl3, 75 MHz, δ = ppm) 150.4 (C5’), 147.8 (C5), 

144.4 (C3), 144.2 (C4′), 137.4 (C8′), 137.2 (C8), 136.4 (C1′), 135.2 (C4), 131.0 (C1), 120.8 

(C2′), 119.5 (C3′), 116.0 (C9′), 115.7 (C9), 112.9 (C6′), 111.8 (C6), 107.3 (C2),7 56.2 (C10), 

55.9 (C10’), 40.0 (C7), 39.9 (C7′). HRMS m/z 327.1595 [M + H+] (calc. para C20H23O4, 

327.1596). 

 

Utilizando essa neolignana como protótipo, os compostos MA001 (28 mg; 

0,069 mmol; 69%) e MA002 (7,2 mg; 0,018 mmol; 27%) foram preparados por 

metodologias clássicas de semi-síntese e caracterizados por RMN (13C e 1H) e HRMS, 

com grau de pureza no mínimo de 94%, analisado por HPLC. 
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MA001: 1H RMN (300 MHz, CDCl3, δ ppm) 6,94 (1H, d, J = 8,1 Hz, H3’), 6,82 

(1H, d, J = 1,9 Hz, H6’), 6,76 (1H, dd, J = 8,1 e 2,0 Hz, H2’), 6,50 (1H, d, J = 1,9 Hz, 

H2), 6,16 (1H, d, J = 1,9 Hz, H6), 6,08 - 5,74 (2H, m, H8 e H8’), 5,18 - 4,96 (4H, m, H9 e 

H9’), 3,89 (3H, s, H10), 3,78 (3H, s, H10’), 3,39 (2H, d, J = 6,8 Hz, H7’), 3,32 (3H, s, H11), 

3,23 (2H, d, J = 6,7 Hz, H7). 13C RMN (75MHz, CDCl3, δ ppm) 153,39 (C5’), 150,79 

(C5), 150,71 (C4’), 141,08 (C3), 139,45 (C1’), 137,41 (C1), 136,80 (C8’), 136,12 (C8’), 

127,19 (C4), 120,85 (C2’), 120,76 (C9’), 116,15 (C9), 115,85 (C6’), 113,00 (C3’), 108,83 

(C6), 106,45 (C2), 56,12 (C10), 55,60 (C10’), 39,95 (C7’), 39,69 (C7), 39,40 (C11). HRMS 

m/z 405.1364 [M + H+] (calc. para C21H25O6S 405.1373). 

 

 

MA002: 1H RMN (300 MHz, CDCl3, δ ppm) 6,87 (1H, d, J = 8,1 Hz, H3’), 6,78 

(1H, d, J = 2,0 Hz, H6’), 6,70 (1H, dd, J = 8,1 e 2,0 Hz, H2’), 6,50  (1H, d, J = 1,8 Hz, 

H2), 6,27 (1H, d, J = 1,8 Hz H6), 6,06 - 5,77 (2H, m, H8 e H8’), 5,16 - 4,98 (4H, m, H9 e 

H9’), 4,25 (2H, s, H12), 3,82 (3H, s, H10), 3,80 (3H, s, H10’), 3,45 (3H, s, H13), 3,36 (2H, 

d, J = 6,7 Hz, H7’), 3,26 (2H, d, J = 6,7 Hz, H7). 13C RMN (75 MHz, CDCl3, δ ppm) 

167,76 (C11), 151,97 (C5’), 150,59 (C5), 149,80 (C4’), 143,11 (C3), 138,40 (C1’), 136,98 

(C1), 136,57 (C8), 136,45 (C8’), 129,50 (C4), 120,72 (C2’), 120,28 (C9’), 115,97 (C9), 

115,71 (C6’), 112,89 (C3’), 110,26 (C6), 106,50 (C2), 68,62 (C12), 59,69 (C13), 55,86 

(C10), 55,77 (C10’), 39,96 (C7’), 39,69 (C7). HRMS m/z 399.1800 [M + H+] (calc. para 

C23H27O6 399.1809). 
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4.2  Determinação in vitro da Concentração Citotóxica (CC50) e Efetiva (CE50) 

50% 

 

A atividade anti-L. (L.) infantum foi determinada em macrófagos peritoneais 

previamente infectados com amastigotas. Dentre os 57 derivados avaliados, 19 

apresentaram atividade com valores de CE50 entre 3,0 e 36,6 µM, incluindo os dois 

semissintéticos (Tabela 3). 

A citotoxicidade destes compostos foi avaliada em células NCTC clone 929 

utilizando o método do MTT, no qual somente células viáveis reduzem o sal de 

tetrazólio (amarelo) em formazana (azul). Através dos resultados obtidos foi possível 

verificar que, apenas 7 compostos (CES476, CES509, CES512, SN27, SN28, SN52 

e HA171) apresentaram citotoxicidade nas concentrações testadas, com valores de 

CC50 entre 14,5 e 74,4 µM. 

Com o intuito de avaliar a relação entre atividade em amastigotas 

intracelulares e citotoxicidade, o índice de seletividade (IS) dos compostos foi 

determinado e os valores obtidos variaram entre 2,6 a maior que 20,6. O fármaco 

padrão miltefosina apresentou CE50 e CC50 de 6,5 e 119,7 µM, respectivamente, 

resultando em um IS de 18,4. 

 

Tabela 3 - Avaliação da atividade anti-Leishmania (L.) infantum e 

citotoxicidade dos compostos e do fármaco padrão miltefosina. 

 

Composto Estrutura CE50 (µM) ± DP CC50 (µM) ± DP IS 

CES435 

 

17,8 ± 8,4 >200 >11,2 

CES436 

 

24,2 ± 18,2 >200 >8,3 

CES448 

 

32,7 ± 5,0 >200 >6,1 
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CES476 

 

20,3 ± 5,9 52,9 ± 15,2 2,6 

CES509 

 

4,1 ± 1,1 24,9 ± 2,6 6,0 

CES512 

 

9,6 ± 3,6 63,7 ± 0,2 6,6 

PP480 

 

9,7 ± 2.0 >200 >20,6 

SN27 

 

3,7 ± 0,5 14,5 ± 0,2 3,9 

SN28 

 

7,7 ± 0,8 74,4 ± 4,4 9,7 

SN39 

 

15,3 ± 1,9  >200 >13,1 

SN52 

 

3,0 ± 1,1 22,7 ± 0,9 7,6 

SN63 

 

27,6 ± 2,1 >200 >7,2 

HA043 

 

21,9 ± 5,8 >200 >9,1 

HA075 

 

16,4 ± 4,3 >200 >12,2 
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HA077 

 

26,3 ± 3,2  >200 >7,6 

HA078 

 

13,2 ± 2,1 >200 15,1 

HA171 

 

27,8 ± 7,4 74,4 ± 5,8 2,7 

MA001 

 

36,6 ± 5,9 >200 >5,5 

MA002 

 

14,9 ± 6,9  >200 >13,4 

Miltefosina - 6,5 ± 3,0 119,7 ± 4,2 18,4 

CC50: Concentração Citotóxica 50% em células NCTC; CE50: Concentração Efetiva 50% em 
amastigotas intracelulares; IS: Índice de Seletividade, dado pela razão entre CC50 e CE50; DP: Desvio 
Padrão. 

 

De acordo com os resultados apresentados, o derivado PP480 foi o mais 

potente, seletivo e promissor da série sintética e semissintética. Além de eliminar 

100% as formas amastigotas na maior concentração testada (60 µM), sem induzir 

alterações na viabilidade dos macrófagos (Figura 16). Este fato foi confirmado através 

da citotoxicidade avaliada em macrófagos peritoneais que apresentou valor de CE50 

de 130,3 µM. Portanto, este composto foi selecionado para os estudos apresentados 

adiante.  
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Figura 16 - Avaliação da atividade anti-L. (L.) infantum em macrófagos peritoneais infectados 

com amastigotas, após 96h. (A) Controle (B) Tratamento com PP480 (60 µM). Imagens obtidas em 

microscópio digital com ampliação de 40X. 

 

 

4.3  Análise in silico de Parâmetros Físico-químicos e ADMET 

 

A análise de propriedades farmacocinéticas e alertas toxicológicos do 

composto PP480 foi obtida in silico, de acordo com sua estrutura química, utilizando 

o servidor SwissADME (Tabela 4). As predições foram realizadas com o intuito de 

verificar a segurança e perfil drug-likeness do derivado selecionado, além de auxiliar 

e direcionar os estudos farmacocinéticos. 

A partir da análise das propriedades físico-químicas foi possível constatar um 

valor log P de 4,92. Além disso, na avaliação da solubilidade em água o composto 

apresentou um log S de -5,92, enquadrando-se na classe de solubilidade moderada. 

Os resultados relacionados a parâmetros farmacocinéticas apontam alta 

absorção gastrointestinal e permeabilidade a barreira hematoencefálica. A avaliação 

também apresentou o composto PP480 como substrato da glicoproteína P (P-gp). 

Adicionalmente, os resultados de inibição do citocromo P450 indicaram que este 

derivado tem ação em apenas uma (CYP2D6) das cinco isoformas analisadas 

(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4). 

No que se refere ao perfil drug-likeness, o derivado apresentou parâmetros 

aceitáveis pela avaliação de Lipinski e Egan. Por fim, nenhum alerta estrutural de 

semelhança a PAINS foi detectado. 

 

A B 
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Tabela 4 - Predições in silico de parâmetros físico-químicos, estruturais e de 

ADMET.  

 

Propriedades PP480 

Fração de carbonos sp3 0,33 

N° de ligações rotativas 12 

N° aceptores de ligação H 7 

N° doadores de ligação H 0 

TPSA (Å²) 58,62 

Log P 4,92 

Log S -5,92 

Classe de solubilidade Moderada 

Absorção gastrointestinal Alta 

Permeabilidade na 
barreira hematoencefálica 

✔ 

Substrato P-gp ✔ 

Inibidor CYP1A2 × 

Inibidor CYP2C19 × 

Inibidor CYP2C9 × 

Inibidor CYP2D6 ✔ 

Inibidor CYP3A4 × 

Lipinski ✔ 

Ghose × 

Veber × 

Egan ✔ 

Muegge × 

PAINS 0 

PAINS: pan-assay interference compounds; CYP: citocromo P450; P-gp: glicoproteína P; TPSA: área 

de superfície polar topológica. ✔ Sim, × Não. 

 

Outra análise disponibilizada pelo servidor SwissADME é o radar de 

biodisponibilidade, que se baseia em intervalos ideias de seis propriedades: 

lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturação. De acordo 

com os resultados apresentados na Figura 17, o composto PP480 excedeu os 

critérios determinados para flexibilidade (número de ligações rotativas < 9) e tamanho 

(MM entre 150 e 500 g/mol). Além disso, o derivado exibiu um perfil de lipofilicidade 

no extremo do limite desejado (log P entre 0,7 e 5,0). Já nos parâmetros de saturação 

(0,25< sp3 <1), solubilidade (log S < -6) e polaridade (TPSA entre 20 e 130 Å2), o 

composto PP480 se enquadrou nos padrões preestabelecidos. 
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No geral, o composto demonstrou predições de biodisponibilidade favoráveis 

e promissoras, sem alertas estruturais e exibindo como problemas majoritários apenas 

propriedades relacionadas a flexibilidade. 

 

Figura 17 - Radar de biodisponibilidade do composto PP480, obtido utilizando o servidor 

SwissADME. A área rosa representa os valores drug-likeness ideais de cada propriedade: lipofilicidade 

(log P entre 0,7 e 5,0), tamanho (MM entre 150 e 500 g/mol), polaridade (TPSA entre 20 e 130 Å2), 

solubilidade (log S < -6), flexibilidade (número de ligações rotativas < 9) e saturação (fração de carbonos 

com hibridação sp3 entre 0,25 e 1). 

 

 

4.4  Análise in vitro da Atividade Hemolítica 

 

Visando complementar os estudos de citotoxicidade previamente realizados, 

a atividade hemolítica do composto PP480 foi avaliada por meio de um ensaio 

colorimétrico com eritrócitos de camundongos BALB/c. A partir dos resultados obtidos 

(Figura 18) foi possível observar que após 2h de incubação com PP480 não houve 

indução de hemólise em nenhuma das concentrações testadas (6,25 a 200 µM). 

Água ultrapura Milli-Q foi utilizada como controle positivo, para obtenção da 

hemólise máxima, apresentando resultados estatisticamente significantes quando 

comparados ao controle não tratado (p<0,0001). Sua atividade hemolítica se dá 

através do desequilíbrio osmótico, induzindo o rompimento dos eritrócitos e 

consequente liberação de hemoglobina no meio, tornando-o avermelhado. 
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Figura 18 - Avaliação da atividade hemolítica em eritrócitos de camundongos BALB/c, após 

2h de tratamento com PP480 (6,5 a 200 µM). Hemácias não tratadas e tratadas com H2O Milli-Q foram 

utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. A densidade óptica é relatada como 

porcentagem referente a H2O (100%). ** p<0,0001 em relação ao controle. 

 

 

4.5  Avaliação do Mecanismo de Ação em Promastigotas 

 

Os parâmetros de tempo e concentração, utilizados nos estudos de 

mecanismo de ação, foram definidos a partir da concentração efetiva 50% em 

promastigotas tratados com o composto PP480. Utilizando o método do MTT descrito 

anteriormente, foi possível observar que apenas no tempo de 4h houve morte de 50% 

dos parasitas na maior concentração testada, resultando em um CE50 de 169,2 µM. 

Deste modo, os ensaios apresentados adiante foram todos realizados nestas 

condições (exceções foram descritas). 

 

 

4.5.1 Alterações na Permeabilidade da Membrana Plasmática 

 

Danos na integridade da membrana plasmática de promastigostas de L. (L.) 

infantum foram avaliados utilizando o fluoróforo Sytox Green. Este marcador de ácidos 

nucleicos não ultrapassa células viáveis e, portanto, sua entrada ocorre apenas 

quando a membrana plasmática está comprometida. Desta forma, o aumento da 

fluorescência é diretamente relacionado ao aumento da permeabilidade celular. 
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De acordo com os resultados apresentados (Figura 19), o tratamento com o 

composto PP480 (169,2 µM) não alterou a integridade da membrana plasmática, a 

fluorescência permaneceu similar ao controle (parasitas não tratados), mesmo após 

4h de incubação. Já o surfactante não iônico Triton X-100 (0,5 % v/v), utilizado como 

controle positivo para máxima permeabilização dos parasitas, foi estatisticamente 

significante (p<0,005) desde o primeiro tempo, quando comparado aos parasitas não 

tratados. 
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Figura 19 - Avaliação da permeabilidade da membrana plasmática em promastigotas de L. 

(L.) infantum, após 4h de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o fluoróforo Sytox Green 

(excitação 485 nm e emissão 535 nm). Parasitas não tratados e tratados com Triton X-100 a 0,5%, 

foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. A fluorescência é relatada como 

porcentagem referente ao Triton X-100 em 240 min (100%). ** p<0,0055 em relação ao controle. 

 

 

4.5.2 Alterações no Potencial de Membrana Plasmática (Δψp) 

 

A avaliação do potencial de membrana plasmática foi realizada por citometria 

de fluxo em promastigotas de L. (L.) infantum, utilizando o fluoróforo bisoxonol. Por 

ser aniônico, este marcador tem sua entrada na célula impedida pelo potencial 

negativo da membrana plasmática e, consequentemente, consegue entrar apenas 

quando ocorre uma despolarização do potencial. Portanto, o aumento da 

fluorescência é diretamente ligado a despolarização. Fato este observado pelos 

histogramas de fluorescência da Figura 20, onde o controle (parasitas não tratados) 

está disposto à esquerda em um pico único. Com o aumento da despolarização, os 

picos são concentrados à direita, resultando na elevação dos níveis de fluorescência, 
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dado pelo controle positivo (sertralina 70 µM) e o composto em estudo, PP480 (169,2 

µM). 

 

Figura 20 - Histogramas de fluorescência determinados por citometria de fluxo em 

promastigotas de L. (L.) infantum, após tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o fluoróforo 

bisoxonol (excitação 488 nm e emissão 574 nm). (A) 2h e (B) 4h. 

 

Os níveis de fluorescência observados no controle representam um potencial 

basal, compreendido por células em diversos estágios, incluindo aquelas em processo 

de morte (Figura 21). O fármaco sertralina, foi utilizado como controle positivo para 

máxima despolarização da membrana plasmática, e demonstrou significância 

estatística quando comparado aos parasitas não tratados em 2 e 4h com p<0,0002 e 

0,002, respectivamente. Da mesma forma, o composto PP480 apresentou um 

percentual de despolarização estatisticamente significativo (p<0,0002) em ambos os 

tempos de tratamento, quando comparado ao controle não tratado. 
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Figura 21 - Avaliação do potencial de membrana plasmática em promastigotas de L. (L.) 

infantum, após 2 e 4h de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o fluoróforo bisoxonol (excitação 

488 nm e emissão 574 nm). Parasitas não tratados e tratados com sertralina (70 µM) foram utilizados 

como controle negativo e positivo, respectivamente. A fluorescência é relatada como porcentagem 

referente a sertralina (100%). *** p<0,0002 e ** 0,002 em relação ao controle. 

 

 

4.5.3 Alterações no Potencial de Membrana Mitocondrial (Δψm) 

 

Utilizando o fluoróforo JC-1, foi possível verificar por citometria de fluxo 

alterações no potencial de membrana mitocondrial em promastigotas de L. (L.) 

infantum. Em concentrações baixas, este marcador existe na forma de monômeros 

(fluorescência verde / BL-1) e em concentrações altas na forma de J-agregados 

(fluorescência vermelha / BL-2). Conforme a membrana mitocondrial é despolarizada, 

menos fuoróforo é internalizado nesta organela e, portanto, são observados menos J-

agregados e mais monômeros. Deste modo, de acordo com o aumento ou diminuição 

da razão entre J-agregados e monômeros (BL-2/ BL-1), é possível estabelecer se a 

membrana está hiperpolarizada ou despolarizada, respectivamente.  

Nos histogramas de fluorescência de BL-1 (emissão 530 nm) é possível uma 

melhor representação do funcionamento do fluoróforo JC-1 (Figura 22). Os parasitas 

não tratados (controle) são apresentados em um pico único a esquerda com menor 

fluorescência. Já o controle positivo (CCCP 100 µM) e a neolignana PP480 (169,2 

µM), têm seus picos deslocados à direita, com maior concentração de monômeros e, 

consequentemente, aumento dos níveis de fluorescência. 
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Figura 22 - Histogramas de fluorescência determinados por citometria de fluxo em 

promastigotas de L. (L.) infantum, após tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o fluoróforo JC-

1 (excitação 488 nm e emissão 530 nm). (A) 2h e (B) 4h. 

 

Através dos níveis de fluorescência detectados, foi possível verificar que o 

controle apresenta um potencial de membrana mitocondrial basal (Figura 23). Já o 

desacoplador de fosforilação oxidativa, CCCP, foi utilizado como controle positivo para 

obtenção da despolarização máxima e apresentou significância estatística quando 

comprado aos parasitas não tratados com p<0,0001 e 0,006 em 2 e 4h, 

respectivamente. O composto PP480 também induziu uma despolarização 

estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado ao controle, com efeito 

continuo mesmo após 4h de tratamento. 
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Figura 23 - Avaliação do potencial de membrana mitocondrial em promastigotas de L. (L.) 

infantum, após 2 e 4h de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o fluoróforo JC-1 (excitação 488 

nm e emissão 530/574 nm). Parasitas não tratados e tratados com CCCP (100 µM) foram utilizados 

como controle negativo e positivo, respectivamente. A fluorescência é relatada como razão entre BL-2 

(574 nm) e BL-1 (530 nm) *** p<0,0001, ** 0,006 e *0,05 em relação ao controle. 

 

 

4.5.4 Alterações nos Níveis de Adenosina Trifosfato (ATP)  

 

Níveis de ATP em promastigotas de L. (L.) infantum foram quantificados 

através do ATP Determination Kit. Este ensaio de bioluminescência depende da 

catalização de ATP e luciferina pela enzima luciferase, para produção de luz. Sendo 

assim, o aumento da concentração de ATP na célula afeta diretamente ao aumento 

da emissão de luz.  

Conforme representado na Figura 24, o tratamento com o composto PP480 

(169,2 µM) provocou uma diminuição significativa na concentração de ATP (p <0,05) 

em ambos os tempos, quando comparado a parasitas não tratados (controle). O 

controle positivo CCCP (25 µM), foi utilizado para máxima redução dos níveis de ATP 

e quando comparado ao controle apresentou significância estatística em 2 e 4h, com 

p<0,0036. 



77 
 

 
 

C
ontr

ole
 

C
C
C
P

PP48
0

0

50

100

150

200

250
2h

4h

**

*

C
o

n
c
e
n

tr
a
ç
ã
o

 d
e
 A

T
P

(n
M

)

 

Figura 24 - Avaliação dos níveis de ATP em promastigotas de L. (L.) infantum, após 2 e 4h 

de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o ATP Determination Kit. Parasitas não tratados e 

tratados com CCCP (25 µM) foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. ** 

p<0,0036 e * 0,05 em relação ao controle. 

 

 

4.5.5 Alterações nos Níveis de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

 

A avaliação dos níveis de espécies reativas de oxigênio foi realizada em 

promastigotas de L. (L.) infantum, utilizando o marcador não fluorescente H2DCFDA. 

Após entrada na célula, este composto tem seus grupos acetato clivados e ao ser 

oxidado é convertido para sua forma fluorescente 2',7'-diclorofluoresceína (DCF). 

Sendo assim, é possível a investigação de alterações nos níveis de ROS pelo 

aumento ou diminuição da oxidação do marcador e, consequentemente, da 

fluorescência. 

De acordo com os dados obtidos (Figura 25), quando comparado aos 

parasitas não tratados (controle) o composto PP480 (169,2 µM) reduziu 

significativamente os níveis de espécies reativas de oxigênio, com p<0,05 em 2h e 

0,0001 em 4h. Contrariamente, o controle positivo (azida sódica 10mM) elevou os 

níveis de ROS, sendo utilizado para produção máxima, demonstrando significância 

estatística em ambos os tempos, com valores de p<0,0011 e 0,0001 em 2 e 4h, 

respectivamente. 
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Figura 25 - Avaliação dos níveis de espécies reativas de oxigênio em promastigotas de L. 

(L.) infantum, após 2 e 4h de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o fluoróforo H2DCFDA 

(excitação 485 nm e emissão 535 nm). Parasitas não tratados e tratados com azida sódica (10 mM) 

foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. A fluorescência é relatada como 

porcentagem referente aos parasitas não tratados (100%). *** p<0,0001, ** 0,0011 e * 0,05 em relação 

ao controle. 

 

 

4.5.6 Alterações nos Níveis de Cálcio Intracelular (Ca2+) 

 

Os níveis de cálcio intracelular foram avaliados em promastigotas de L. (L.) 

infantum, utilizando o fluoróforo Fluo-4 AM. Após entrada na célula, este marcador 

não fluorescente tem seus grupos acetato hidrolisados por esterases e, ao se ligar a 

íons de Ca2+, forma complexos fluorescentes. Dessa maneira, o aumento de cálcio se 

relaciona diretamente ao aumento da fluorescência. 

Conforme os dados apresentados na Figura 26, o tratamento com o composto 

PP480 (169,2 µM) induziu um aumento rápido e exacerbado dos níveis de cálcio 

intracelular, com significância estatística (p<0,0001) logo no primeiro tempo (20 min), 

com quando comparado ao controle (parasitas não tratados). Esta elevação foi 

também nitidamente superior ao controle positivo, o surfactante não iônico Triton X-

100, que apresentou a mesma significância estatística. 

 



79 
 

 
 

0 20 40 60 80 10
0

12
0

14
0

16
0

18
0

20
0

22
0

24
0

0

200

400

600

800

1000

3000
4000
5000 Controle

  
 %

C
a

2
+

(f
lu

o
re

s
c
ê
n

c
ia

 n
o

rm
a
li

za
d

a
)

***

***

TX-100

PP480

Tempo (min)
 

Figura 26 - Avaliação dos níveis de cálcio intracelular em promastigotas de L. (L.) infantum, 

após 4h de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o fluoróforo Fluo-4 AM (excitação 485 nm e 

emissão 535 nm). Parasitas não tratados e tratados com Triton X-100 0,5% foram utilizados como 

controle negativo e positivo, respectivamente. A fluorescência é relatada como porcentagem referente 

aos parasitas não tratados em 0 min (100%). *** p<0,0001 em relação ao controle. 

 

 

4.5.7 Alterações nos Acidocalcissomos 

 

Utilizando o fluoróforo laranja de acridina, foi possível investigar modificações 

nos acidocalcissomos de promastigotas de L. (L.) infantum. A distribuição deste 

marcador na célula varia de acordo com o gradiente de pH, com maior acúmulo em 

ambientes ácidos, como os acidocalcissomos. Portanto, conforme estas organelas 

são alcalinizadas, este composto é liberado para o citoplasma resultando em um 

aumento da fluorescência. 

Através da Figura 27, foi possível observar que em apenas 20 minutos de 

tratamento com o composto PP480 (169,2 µM) os níveis de alcalinização já estão 

significativamente maiores que nos parasitas não tratados (controle), com valor de 

p<0,0003. Também foi notável que as alterações permaneceram constantes durante 

as 4h. Um efeito semelhante foi observado no controle positivo, o trocador de K+/H+ 

nigericina (4 µM), utilizado para indução de alcalinização. 
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Figura 27 - Avaliação da alcalinização de acidocalcissomos em promastigotas de L. (L.) 

infantum, após 4h de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o fluoróforo laranja de acridina 

(excitação 485 nm e emissão 535 nm). Parasitas não tratados e tratados com nigericina (4 µM) foram 

utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. A fluorescência é relatada como 

porcentagem referente a nigericina em 20 min (100%). *** p<0,0003 e ** 0,0025 em relação ao controle. 

 

 

4.5.8 Alterações nos Níveis de Proteínas Totais 

 

Os níveis de proteínas totais foram quantificados em promastigotas de L. (L.) 

infantum utilizando o BCA Protein Assay Kit. Este ensaio colorimétrico se baseia na 

redução de Cu2+ para Cu1+ realizada por proteínas em meio alcalino (reação do 

biureto) e consequente detecção do cátion cuproso (Cu1+) pelo ácido bicinconínico 

(BCA). O complexo BCA/ Cu1+ resulta em um produto de reação colorido, cuja 

intensidade é diretamente proporcional a concentração proteica.  

Através da Figura 28, foi possível verificar que o composto PP480 (169,2 µM) 

induziu um aumento da concentração de proteínas totais em ambos os tempos de 

tratamento, apresentando significância estatística quando comparado aos parasitas 

não tratados (controle), com valor de p<0,05. Contrariamente, o fármaco miltefosina, 

utilizado como controle positivo, reduziu significativamente os níveis proteicos quando 

comparado ao controle (p<0,0012). 
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Figura 28 - Avaliação dos níveis de proteínas totais em promastigotas de L. (L.) infantum, 

após 2 e 4h de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o BCA Protein Assay Kit (absorbância 

550 nm). Parasitas não tratados e tratados com miltefosina (40 mM) foram utilizados como controle 

negativo e positivo, respectivamente. ** p<0,0012 e * 0,05 em relação ao controle. 

 

 

4.5.9 Alterações no Perfil Proteico por MALDI-TOF/MS 

 

A caracterização do perfil proteico de promastigostas de L. (L.) infantum foi 

realizada por espectrometria de massas, utilizando MALDI-TOF/MS. Para esta 

análise, foram considerados somente picos na faixa entre 2000 e 14000 m/z, com 

relação sinal/ruido superior a 3. A identificação do subgênero Leishmania foi indicada 

pelos picos 6154 e 7187 m/z, presentes nos parasitas não tratados (controle). Os 

resultados apresentados (Figura 29), apontam que o tratamento com o composto 

PP480 (169,2 µM) por 4h, induziu a redução na intensidade de diferentes picos como 

2185, 4318, 6478 e 12953 m/z, quando comparado aos parasitas não tratados. Este 

efeito foi observado principalmente na faixa de 2000 a 5700 m/z. Por outro lado, 

também pode ser destacado, o aumento acentuado na intensidade dos picos 3080, 

4712 e 9421 m/z. Já o fármaco miltefosina, utilizado como padrão, reduziu a 

intensidade de todos os picos em relação ao controle não tratado. 
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Figura 29 - Avaliação do perfil proteico de promastigotas de L. (L.) infantum, utilizando 

MALDI-TOF/MS na faixa de 2000 a 14000 m/z. (A - Linha Preta) Controle, (B - Linha Vermelha) 

Tratamento com miltefosina (40 mM) por 4h e (C - Linha Azul) Tratamento com PP480 (169,2 µM) por 

4h. 

 

 

4.5.10 Alterações no Ciclo Celular 

 

A avaliação do ciclo celular foi realizada em promastigotas de L. (L.) infantum, 

utilizando o fluoróforo iodeto de propídeo. Este marcador entra em células 

permeabilizadas e se liga ao DNA, aumentando a fluorescência de acordo com o 

conteúdo de ácido desoxirribonucleico. É possível uma melhor compreensão a partir 

dos histogramas da Figura 30, onde a esquerda está localizada a fase Sub G0 que 

compreende células com DNA fragmentado em processo de morte, com uma menor 
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fluorescência, uma vez que o fluoróforo não tem onde se ligar. O pico G0/G1 diz 

respeito a células diploides (2N) que estão aguardando o início do ciclo celular. 

Subsequente está a fase S, que abrange a replicação de DNA e por fim o pico G2/M 

que engloba células com DNA já duplicado (4N) prontas para iniciar a mitose. 

 

 

Figura 30 - Histogramas de fluorescência determinados por citometria de fluxo em 

promastigotas de L. (L.) infantum, após 24h de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando o 

fluoróforo iodeto de propídio (excitação 488 nm e emissão 574 nm). (A) Controle, (B) Miltefosina e (C) 

PP480. Sub G0: DNA fragmentado, morte celular; G0/G1: células diploides (2N); S: replicação de DNA; 

M/G2: células com DNA duplicado. 

 

Segundo os dados obtidos (Tabela 5), o tratamento com o composto PP480 

(169,2 µM) por 24h induziu um aumento estatisticamente significativo na população 

de Sub G0 (p<0,05), quando comparado aos parasitas não tratados (controle). 

Também foi observada uma interferência na fase G0/G1, com uma diminuição 
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significante de células (p<0,0001). Nenhuma alteração considerável foi verificada nas 

fases S e G2/M. O fármaco miltefosina foi empregado para indução de alterações no 

ciclo celular e apresentou o mesmo perfil do composto PP480. 

 

Tabela 5 - Avaliação de alterações no ciclo celular em promastigotas de L. 

(L.) infantum após 24h de tratamento com PP480 e com fármaco padrão miltefosina. 

 

Grupos 

Proporção de células em diferentes fases do ciclo 
celular (% ± DP) 

Sub G0 G0/G1 S M/G2 

Controle 3,4 ± 0,4 61,3 ± 0,3 12,3 ± 0,2 18,2 ± 0,0 

PP480 7,5 ± 0,7* 46,6 ± 0,7*** 11,1 ± 1,3 17,9 ± 0,5 

Miltefosina 7,1 ± 0,6* 53,8 ± 0,1*** 10,5 ± 0,3 18,1 ± 0,4 

Sub G0: DNA fragmentado, morte celular; G0/G1: células diploides (2N); S: replicação de DNA; M/G2: células com 
DNA duplicado; DP: Desvio Padrão. *** p<0,0001 e * 0,05 em relação ao controle. 

 

 

4.5.11 Alterações na Integridade do DNA 

 

Danos na integridade do DNA de promastigotas de L. (L.) infantum foram 

avaliados por eletroforese em gel de agarose. Nesta técnica, quando o material 

genético está integro, uma banda intensa de peso elevado é concentrada no início do 

gel. À medida que o DNA é fragmentado, essa banda diminui sua intensidade, uma 

vez que os fragmentos formados possuem menor peso e, portanto, são arrastados 

mais adiante do gel.  

Uma melhor representação pode ser observada na Figura 31, onde o controle 

(parasitas não tratados) se apresenta como uma banda acentuada. Já o controle 

positivo, peróxido de hidrogênio (H202 - 10 mM), exibe uma banda de intensidade 

inferior, ilustrando a fragmentação de DNA. Além disso, foi possível verificar que o 

tratamento com o composto PP480 (169,2 µM) não induziu alterações na integridade 

do material genético, permanecendo com uma banda semelhante à dos parasitas não 

tratados. 
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Figura 31 - Avaliação da integridade do DNA em promastigotas de L. (L.) infantum, após 24h 

de tratamento com PP480 (169,2 µM), utilizando eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de 

etídio (0,5 µg/mL). Parasitas não tratados e tratados com peróxido de hidrogênio (H202 - 10 mM) foram 

utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. Um peso molecular de 1Kb foi 

empregado como padrão. 

 

 

4.5.12 Alterações Ultraestruturais por Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET) 

 

Alterações ultraestruturais foram investigadas por microscopia eletrônica de 

transmissão em promastigotas de L. (L.) infantum. Conforme ilustrado na Figura 32-

A, os parasitas não tratados (controle) exibem morfologia padrão com membranas 

integras e organelas viáveis. Já após 2h de tratamento com o composto PP480 (169,2 

µM), foi possível verificar um pequeno aumento tanto no volume da mitocôndria 

quanto do cinetoplasto (Figura 32-B) em relação aos parasitas não tratados. Estes 

efeitos são exacerbados conforme a exposição a esta neoligana, e nos tempos tardios 

de incubação, também foi observada a perda das cristas mitocondriais (Figura 32-C / 

D). Adicionalmente, foi constatado no citoplasma, o surgimento de vacúolos 

autofágicos, em todos os tempos estudados. Embora o composto PP480 provoque os 

desarranjos mencionados, as membranas celulares, assim como o núcleo e a bolsa 

flagelar, permaneceram sem alterações estruturais mesmo após o tratamento máximo 

utilizado. 

 

Controle H202 PP480 
Peso 
1Kb 
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Figura 32 - Avaliação de alterações ultraestruturais em promastigotas de L. (L.) infantum, 

utilizando microscopia eletrônica de transmissão. (A) Controle, (B) 2h, (C) 4h e (D) 6h de tratamento 

com PP480 (169,2 µM). N: núcleo; C: cinetoplasto; M: mitocôndria; BF: bolsa flagelar e V: vacúolo. 

 

 

4.5.13 Proposta de Mecanismo de Ação 

 

A investigação do mecanismo de ação do composto PP480 foi realizada em 

promastigotas de L. (L.) infantum, por meio de diferentes abordagens de 

espectrofluorimetria e citometria de fluxo. Em resumo (Figura 33), foi possível 

observar que o derivado sintético não causa alteração da permeabilidade da 

membrana plasmática, no entanto, induz a despolarização de seu potencial elétrico 

(1). Já no interior do parasita, esta neolignana gera a alcalinização dos 

acidocalcissomos e decorrente aumento de Ca2+ (2). Também é possível observar a 

despolarização da membrana mitocondrial do parasita (3), com diminuição dos níveis 

de ATP e ROS (4). Na avaliação nuclear, o tratamento com o derivado PP480 não 
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induz danos a integridade do material genético e nem mudanças significativas no 

processo de divisão celular (5). Por fim, foi possível verificar uma interferência no perfil 

proteico, com aumento dos níveis de proteínas totais. 

 

Figura 33 - Proposta de mecanismo de ação em promastigotas de L. (L.) infantum, após 

tratamento com PP480. (1) Despolarização do potencial elétrico da membrana plasmática; (2) 

Alcalinização dos acidocalcissomos com decorrente aumento de Ca2+; (3) Despolarização da 

membrana mitocondrial; (4) Diminuição de ATP e espécies reativas de oxigênio (ROS); (5) Nenhuma 

alteração nuclear, porém interferências no perfil proteico, com aumento dos níveis de proteínas totais. 

 

 

4.6  Avaliação da Resposta Imunomodulatória  

 

4.6.1  Dosagem de Óxido Nítrico (NO) 

 

A dosagem de óxido nítrico foi realizada em macrófagos infectados com 

amastigotas de L. (L.) infantum, utilizando o método de Griess. Tendo em vista que o 

óxido nítrico produzido na célula é oxidado em nitrito (NO2
-), este ensaio se baseia na 

reação deste ânion com sulfanilamida e dicloridrato de naftil etilenodiamina, em 

condições ácidas, para formação do cromógeno Azo. Sendo assim, o aumento da 

concentração de NO na célula leva diretamente ao aumento de cromógeno. 

Os resultados obtidos (Figura 34) indicam que mesmo após 48h de 

tratamento com o composto PP480 (7,5 a 60 µM) os níveis de NO permaneceram 

similares ao controle (parasitas não tratados). Já no controle positivo, LPS (25 µg/mL), 
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houve uma produção média de 35 µM, um aumento significativo quando comparado 

aos parasitas não tratados (p<0,0001). 
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Figura 34 - Avaliação dos níveis de óxido nítrico em macrófagos peritoneais infectados com 

amastigotas de L. (L.) infantum, após 48h de tratamento com PP480 (7,5 a 60 µM), utilizando o método 

de Griess (absorbância 570 nm). Macrófagos não tratados e tratados com LPS (25 µg/mL) foram 

utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. *** p<0,0001 em relação ao controle. 

 

 

4.6.2  Dosagem de Citocinas 

 

Os níveis das citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e INF-γ foram quantificados em 

macrófagos peritoneais infectados com promastigotas de L. (L.) infantum, através dos 

kits BD OptEIA Mouse ELISA. Neste ensaio de reação imunoenzimática, são 

empregados dois anticorpos monoclonais para detecção do analito, formando um 

complexo sanduiche (anticorpo de captura + analito + anticorpo de detecção). 

De acordo com os resultados adquiridos, foi possível verificar que o composto 

PP480 (10 e 60 µM) induziu uma redução nos níveis de IL-10 após 48 e 72h de 

tratamento, significativa estatisticamente quando comparado ao controle (macrófagos 

não tratados) (Figura 35-A). Referente as citocinas IL-4 e IL-12 (Figura 35-B / C) foi 

possível observar que apenas na concentração de 60 µM ocorreu uma diminuição 

estatisticamente significativa em todos os tempos. A avaliação de INF-γ também 

apresentou níveis significantemente reduzidos após tratamento com PP480 (60 µM) 

por 48 e 72h (Figura 35-D). Portanto, foi possível constar que o composto estimulou 

uma redução nos níveis de todas as citocinas estudadas em ambos os tempos de 
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tratamento (48 e 72h). Contrariamente, o controle positivo, concanavalina A (5 µg/mL), 

apresentou uma tendência biológica ao aumento da produção das citocinas, em 

relação aos macrófagos não tratados. 
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Figura 35 - Avaliação dos níveis de citocinas em macrófagos peritoneais infectados com 

promastigotas de L. (L.) infantum, após 48 e 72h de tratamento com PP480 (10 e 60 µM), utilizando os 

kits BD OptEIA Mouse ELISA (absorbância 450 nm). Macrófagos não tratados e tratados com 

concanavalina A (5 µg/mL) foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. (A) IL-

10, (B) IL-4, (C) IL-12 e (D) INF-γ. *** p<0,0002, **0,0025 e * 0,05 em relação ao controle.  

 

 

4.7  Determinação do Perfil Farmacocinético in vivo 

 

O perfil farmacocinético do composto PP480 em ratos Wistar foi avaliado após 

administração intraperitoneal, utilizando cromatografia líquida de alta resolução 

(HPLC). Por meio de um método analítico previamente validado, foi possível a 

determinação de diferentes parâmetros, incluindo: Tempo de meia vida (T½); Tempo 

A B 

C D 
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máximo (Tmax); Concentração plasmática máxima (Cmax); Área sob a curva do tempo 

zero ao tempo da última concentração mensurável (AUC0-t), estimada pela regra 

trapezoidal linear; Área sob a curva do tempo zero ao infinito (AUC0-inf), calculada 

através da equação AUC0-t + (Clast/kel), onde Clast é referente a última concentração 

mensurável e kel é a constante da taxa de eliminação aparente; Porcentagem de área 

sob a curva extrapolada do tempo da última concentração mensurável ao infinito 

(AUCextrap); Tempo médio de residência (MRT). 

Os perfis médios de concentração plasmática por tempo de seis ratos (3 

fêmeas e 3 machos) tratados com dose única do composto PP480 (5 mg/kg) estão 

apresentados na Figura 36. Já os parâmetros farmacocinéticos correspondentes 

estão compilados na Tabela 6. Considerando os resultados de tempo de meia vida 

(T1/2), foi possível constatar que nos ratos machos, o composto foi eliminado mais 

lentamente (31,43h), permanecendo mais tempo no plasma do que nas fêmeas 

(10,72h). Estes dados podem ser corroborados pelos valores de MRT, também 

discrepantes entre machos (41,08h) e fêmeas (12,75h). Levando em consideração os 

valores de Cmax e Tmax, foi possível verificar que as fêmeas atingem o dobro das 

concentrações (0,20 μg/mL) dosadas nos machos (0,10 μg/mL) em um tempo inferior 

(0,50h versus 1,50h). Por fim, a exposição sistêmica (AUC0-t) também foi inferior para 

machos (0,65 μg/mL*h versus 0,98 μg/mL*h). 
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Figura 36 - Perfis médios de concentração plasmática por tempo após administração do 

composto PP480 (5 mg/kg) em seis ratos Wistar (3 fêmeas e 3 machos), por via intraperitoneal. (A) 

Machos, (B) Fêmeas e (C) A+B. Cada ponto está representado pela média ± desvio padrão. 

 

Tabela 6 - Parâmetros farmacocinéticos após administração do composto 

PP480 (5 mg/kg) em seis ratos Wistar (3 fêmeas e 3 machos), por via intraperitoneal. 

 

Parâmetros 
Machos 

(Média ± DP) 
Fêmeas 

(Média ± DP) 
Machos + Fêmeas 

(Média ± DP) 

T1/2 (h) 31,43 ± 21,05 10,72 ± 4,44 21,08 ± 17,72  

Tmax (h) 1,50 ± 1,73 0,50 ± 0,00 1,00 ± 1,22 

Cmax (μg/mL) 0,10 ± 0,00 0,20 ± 0,09 0,15 ± 0,08 

AUC0-t (μg/mL*h) 0,65 ± 0,11 0,98 ± 0,36 0,81 ± 0,30 

AUC0-inf (μg/mL*h) 1,3 ± 0,35 1,24 ± 0,39 1,27 ± 0,34 

AUCextrap (%) 0,55 ± 0,28 0,78 ± 0,05 0,66 ± 0,22 

MRT (h) 41,08 ± 27,00 12,75 ± 3,40 26,92 ± 23,18 

DP: Desvio Padrão; Tempo de meia vida (T½); Tempo máximo (Tmax); Concentração plasmática máxima 
(Cmax); Área sob a curva do tempo zero ao tempo da última concentração mensurável (AUC0-t); Área 
sob a curva do tempo zero ao infinito (AUC0-inf); Porcentagem de área sob a curva extrapolada do tempo 
da última concentração mensurável ao infinito (AUCextrap); Tempo médio de residência (MRT). 
 

A B 

C 
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5 DISCUSSÃO 

 

Doenças tropicais negligenciadas, como a leishmaniose visceral, causam 

cerca de 17% das mortes do mundo e geram um grande impacto econômico e social 

(Lee et al., 2019). Embora caracterize a forma mais grave de seu complexo de 

doenças, por ser endêmica principalmente em populações de baixa renda, a LV não 

recebe a atenção necessária em termos de novas terapias. Por esse motivo, dispõe 

de um arsenal quimioterápico reduzido e com diversos efeitos adversos (Jain e Jain, 

2018; Ibarra-Meneses et al., 2020). Diante deste cenário, a busca por alternativas 

terapêuticas seguras e acessíveis é indispensável.  

Na pesquisa por novas quimioterapias, os produtos naturais representam uma 

fonte promissora de novos protótipos farmacêuticos. Neste contexto, diversos 

metabólitos secundários isolados de animais, plantas e microrganismos apresentaram 

atividade contra os parasitas de Leishmania, dentre eles: alcalóides, fenilpropanóides, 

saponinas, flavonóides, lignóides, naftoquinonas e iridóides. Além disso, fármacos já 

utilizados na clínica, como anfotericina B e paromomicina, possuem origem de fontes 

naturais (Tiwari et al., 2018; Varela e Fernandes, 2020). 

No que se refere a atividade anti-Leishmania de neolignanas, diversos dados 

são reportados na literatura (Costa et al., 2016, Pereira et al., 2017). Dentre eles, o 

2,3-desidrobenzofurano demonstrou significativa atividade em L. (L.) amazonensis, 

apresentando um CE50 de 1,0 μM em promastigotas e 1,4 μM em amastigotas (Oliveira 

et al., 2017). Já a análise da licarina A comprovou in vitro a atividade contra 

amastigotas de L. (L.) major, com um valor de CE50 de 4,7 µg/mL (Néris et al., 2013). 

Em outros estudos, foi evidenciada a potente atividade anti-L. (L.) amazonensis de 

análogos de isoxazol, derivados das neolignanas veraguensina, grandisina e 

machilina G, com valores de CE50 variando entre 0,4 e 25 μM (Neves et al., 2019). 

Em estudo prévios, nosso grupo descreveu pela primeira vez, a atividade anti-

Leishmania (L.) donovani e anti-Trypanosoma cruzi de neolignanas isoladas de galhos 

e folhas de Nectandra leucanta (Lauraceae) (Costa-Silva et al., 2015; Grecco et al., 

2017a, 2017b). Posteriormente, utilizando uma dessas neolignanas como protótipo, 

desidrodieugenol B, quatro compostos semissintéticos foram preparados e suas 

atividades contra amastigotas de L. (L.) infantum foram descritas (Amaral et al., 2019). 
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Por fim, visando favorecer alterações moleculares inéditas, foi desenvolvida a síntese 

total do desidrodieugenol B (Sear et al., 2020).  

No presente estudo, também utilizando desidrodieugenol B como protótipo, 

foi preparada uma serie de 57 novos compostos, sendo 55 sintéticos e 2 

semissintéticos. Dentre eles, 19 (CES435, CES436, CES448, CES476, CES509, 

CES512, PP480, SN27, SN28, SN39, SN52, SN63, HA043, HA075, HA077, HA078, 

HA171, MA001 e MA002) apresentaram atividade contra amastigotas intracelulares 

de L. (L.) infantum, sendo apenas 7 deles (CES476, CES509, CES512, SN27, SN28, 

SN52 e HA171) citotóxicos nas concentrações testadas em fibroblastos murinos. 

Há uma necessidade crescente de ferramentas eficientes para predição de 

propriedades físico-químicas, farmacocinéticas e toxicológicas logo nos estágios 

iniciais de desenvolvimento de novos fármacos. Estes métodos preditivos têm sido 

amplamente utilizados por empresas farmacêuticas e grupos acadêmicos, a fim de 

auxiliar a otimização estrutural na fase de “hit to lead”, identificando os compostos 

mais promissores e reduzindo futuras falhas terapêuticas in vivo (Balaña-Fouce et al., 

2019, Han et al., 2019). Tendo isso em vista, o composto mais seletivo da série, 

PP480, foi avaliado in silico por filtros selecionados através do servidor SwissADME. 

Os resultados obtidos indicam que esta neolignana possui alta absorção 

gastrointestinal e solubilidade moderada, características que influenciam diretamente 

na biodisponibilidade oral. Além disso, verificou-se que este composto é permeável à 

barreira hematoencefálica. A capacidade de atravessar essa barreira é um parâmetro 

extremamente importante, visto que uma dosagem sistêmica do composto, pode 

resultar em efeitos adversos e toxicidade no sistema nervoso (Monteiro-Neto et al., 

2020). Entretanto, compostos que atuam como substrato da glicoproteína-P, como o 

PP480, têm sua entrada no cérebro impedida, uma vez que essa proteína 

transportadora é capaz de modular o efluxo de xenobióticos através das barreiras 

celulares (Alavijeh et al., 2005; Szakács et al., 2008). Outra particularidade da P-gp, é 

sua capacidade de influenciar o metabolismo de fármacos, desempenhando um papel 

complementar ao das moléculas do citocromo P450, uma vez que prolonga a 

exposição de compostos à essas enzimas metabolizadoras por meio de repetidas 

exclusões e reabsorções na célula. No que se refere ao citocromo P450, esta 

superfamília de enzimas responsáveis pelo metabolismo de xenobióticos, conta com 

cinco isoformas principais (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4). 
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Quando inibidas, estas enzimas podem induzir efeitos adversos e toxicidade devido 

ao maior acúmulo sistêmico do composto e de seus metabolitos (Szakács et al., 2008; 

Daina et al., 2017). A neolignana PP480 foi então avaliada in silico quanto a sua 

interferência na atividade do citocromo P450 e os resultados demonstraram que 

apenas uma isoenzima (CYP2D6) foi considerada como possível alvo para inibição, 

não sendo observada promiscuidade. 

Ao longo dos anos, a descrição de filtros estabelecendo limites para 

propriedades físico-químicas foi realizada por diversos autores, com intuito de auxiliar 

na seleção de compostos com comportamento farmacocinético adequado e um perfil 

semelhante ao de fármacos orais já aprovados (drug-likeness). Dentre os filtros mais 

conhecidos, está a “regra” dos cinco de Lipinski, composta por quatro critérios ideais, 

dos quais, para melhor biodisponibilidade oral, no mínimo dois devem estar dentro 

dos limites determinados (Lipinski et al., 1997; Meanwell, 2016). O derivado PP480 foi 

avaliado in silico quanto a seu perfil drug-likeness, apresentando resultados 

favoráveis, com parâmetros aceitáveis pelos filtros de Lipinski e Egan. A análise 

também sugere, que otimizações moleculares relacionadas à flexibilidade, devem 

melhorar a segurança e biodisponibilidade do composto e que parâmetros de 

lipofilicidade e tamanho devem ser monitorados em futuros derivados. 

Adicionalmente, essa neolignana não demonstrou semelhanças a compostos de 

interferência (PAINS). Cerca de 5% dos fármacos aprovados pela FDA, incluindo 

produtos naturais, contêm subestruturas PAINS. Esses compostos podem apresentar 

reatividade com nucleófilos biológicos, exibir interferências físico-químicas, como 

formação de micelas, ou possuir propriedades fotocrômicas, interferindo na 

sinalização dos bioensaios normalmente utilizados, produzindo atividades falso-

positivas (Baell, 2016). 

De acordo com o DNDi, para ser considerado um hit para leishmaniose 

visceral, um composto deve: I. ser obtido por uma via sintética de até 8 etapas; II. 

apresentar um CE50 em amastigotas menor que 10 μM; III. exibir um índice de 

seletividade de pelo menos 10; IV. dispor de um perfil de ADMET in silico adequado e 

V. não conter alertar estruturais (Don e Ioset, 2014; Katsuno et al., 2015). Com base 

nesses critérios e nos resultados obtidos, o composto PP480 pode ser classificado 

como um hit para LV e por esse motivo foi selecionado como objeto para estudos mais 

aprofundados. 
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Diversos ensaios celulares podem ser realizados para determinação de 

efeitos citotóxicos, a fim de auxiliar na seleção de compostos químicos seguros e com 

melhor índice terapêutico. Dentre eles, a avaliação da atividade hemolítica usando 

eritrócitos é comumente empregada, podendo ser utilizada para comprovar a 

seletividade do composto e sua ação na membrana plasmática celular, possivelmente 

permitindo a correlação com dados in vivo (Castro Oliveira et al., 2017). No presente 

estudo, a atividade hemolítica do derivado PP480 foi avaliada em eritrócitos de 

camundongos BALB/c e os resultados demonstraram que essa neolignana não 

promove hemólise em nenhuma das concentrações testadas, de modo similar a outros 

derivados de desidrodieugenol B (Amaral et al., 2019). 

A compreensão do mecanismo de ação de um composto é fundamental no 

processo de desenvolvimento de fármacos, tanto para otimização molecular, visando 

o incremento da potência, seletividade e de parâmetros farmacocinéticos, quanto para 

a exclusão de possíveis efeitos toxicológicos (Aulner et al., 2019; Davis, 2020). 

Considerando os resultados favoráveis obtidos até o presente momento com a 

neolignana PP480, seu mecanismo de ação foi investigado em promastigotas de L. 

(L.) infantum, utilizando diferentes abordagens de espectrofluorimetria e citometria de 

fluxo. 

A membrana plasmática é imprescindível para a sobrevivência celular, tendo 

em vista que é a barreira responsável pelo transporte de nutrientes e outros íons entre 

o ambiente intra e extracelular. Em tripanossomatídeos, é ainda responsável pela 

interação com o hospedeiro, uma vez que este mecanismo é dependente das 

proteínas contidas na superfície celular. Além disso, nestes parasitas, esta membrana 

é constituída de ergosterol, diferentemente do hospedeiro mamífero que possui 

colesterol como principal esteroide, tornando-se assim, um alvo fundamental a ser 

estudado (Chattopadhyay e Jafurulla, 2011; De la Serna et al., 2016). Como exemplo, 

é possível citar a anfotericina B, um dos tratamentos mais aplicados na clínica das 

leishmanioses, que tem sua ação na membrana plasmática. Este fármaco interage 

com o ergosterol, induzindo a formação de poros que possibilitam o extravasamento 

de pequenas moléculas pela bicamada lipídica, desequilibrando a homeostase celular 

(Saha et al., 1986; No, 2016). No presente trabalho, foi avaliada a ação do composto 

PP480 na membrana plasmática de promastigotas de L. (L.) infantum. De acordo com 

os resultados obtidos, foi possível verificar que esta neolignana não induz alterações 
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na permeabilidade da membrana. Resultados semelhantes com derivados 

semissintéticos de desidrodieugenol B foram reportados anteriormente em 

Trypanosoma cruzi e L. (L.) infantum (Amaral et al., 2019; Ferreira et al., 2019). 

Outro parâmetro relevante na avaliação da membrana plasmática é seu 

potencial elétrico, resultante da movimentação de íons através da membrana e 

mantido especialmente por bombas H+-ATPase, diferentemente das Na+, K+-ATPase, 

comumente encontradas em mamíferos. Um equilíbrio iônico apropriado é necessário 

para o controle do volume celular, manutenção da osmolaridade e regulação da 

homeostase do pH e de metais pesados. A ligação de compostos a proteínas da 

membrana pode afetar esta dinâmica molecular e causar alterações extremamente 

prejudiciais a célula, causando um desequilíbrio iônico e podendo levar a formação de 

poros transmembrana (Morth et al., 2011; Venkatesh et al., 2017; Meade, 2019). 

Aplicando citometria de fluxo, foi possível constatar que o derivado PP480 promove 

despolarização da membrana plasmática de promastigotas de L. (L.) infantum, efeito 

este, mantido até o tempo máximo estudado. Dessa forma, é possível sugerir que tais 

alterações são resultantes da entrada do composto no parasita, que pode estar 

gerando alterações no fluxo íons através da ligação a proteínas de transporte 

específicas como H+-ATPases. Estudos da literatura também reportaram a ação de 

produtos naturais, incluindo neolignanas, no potencial da membrana plasmática de 

parasitas de Leishmania (Das et al., 2017; Alcazar et al. 2021).  

A mitocôndria é responsável por inúmeros processos metabólicos, sendo vital 

para o crescimento e diferenciação celular. Além de desempenhar um papel crucial 

na sobrevivência, essa organela vem sendo extensamente estudada em 

tripanosomatídeos, visto que estes apresentam uma única mitocôndria, 

diferentemente dos mamíferos que apresentam milhares em suas células. Outra 

característica destes parasitas é a presença de uma região específica para o DNA 

mitocondrial condensado, denominada cinetoplasto, que representa cerca de 15% do 

DNA total e está disposta próximo ao flagelo. Neste contexto, a busca por compostos 

que tenham como alvo terapêutico essa organela vem sendo abordado como uma 

estratégia promissora para a clínica das leishmanioses (Menna-Barreto e Castro, 

2014; Sundar e Singh, 2018, Brindha et al., 2021). Em pesquisas anteriores, foram 

descritos diversos compostos com ação na mitocôndria de tripanosomatídeos (Martins 

et al., 2016; Wulsten et al., 2017). Particularmente, as neolignanas derivadas de 
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desidrodieugenol B e a eupomatenoide-5 são conhecidas por induzir a despolarização 

da membrana mitocondrial de parasitas de Leishmania e Trypanosoma cruzi (Garcia 

et al., 2013; Amaral et al., 2019; Ferreira et al., 2019). Resultados similares foram 

obtidos a partir do tratamento de promastigotas de L. (L.) infantum com o composto 

PP480, que demonstrou uma significativa despolarização do potencial da membrana 

mitocondrial.  

O potencial elétrico é resultado de um gradiente eletroquímico gerado pela 

cadeira respiratória, sendo fundamental no processo de produção de trifosfato de 

adenosina (ATP). Variações no mesmo, podem ocasionar um aumento da 

permeabilidade de prótons na membrana mitocondrial, acarretando falhas na 

fosforilação oxidativa e consequentes prejuízos ao metabolismo, deficiência 

energética e morte do parasita (Perry et al., 2011; Rajendran et al., 2016). Tendo isto 

em vista, alterações na cadeia bioenergética de promastigotas de L. (L.) infantum 

foram analisadas, constatando que após 2h de tratamento com PP480, já há uma 

redução significativa dos níveis de ATP nos parasitas. 

A mitocôndria também é a fonte majoritária de espécies reativas de oxigênio 

(ROS). Durante o funcionamento da cadeia respiratória, sob condições normais, são 

gerados ânions superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais hidroxila (Lejay et al., 

2012; Reczek e Chandel, 2015). Portanto, alterações mitocondriais afetam 

diretamente a produção dessas espécies, que em excesso, podem induzir estresse 

oxidativo e interferir em vias metabólicas, causando danos celulares irreversíveis 

(Menna-Barreto e Castro, 2014; Vázquez et al., 2017). O presente estudo demonstrou 

uma diminuição nos níveis de ROS em promastigotas de L. (L.) infantum após o 

tratamento com o composto PP480. Sendo assim, é possível inferir que as falhas 

mitocondriais causadas pelo composto resultam em um colapso da cadeira 

respiratória, levando a uma diminuição da produção de energia celular e consequente 

queda dos níveis de espécies reativas de oxigênio. 

Os íons de cálcio (Ca2+) desempenham um importante papel na sinalização 

celular, sendo essenciais para a modulação de múltiplas vias metabólicas e enzimas-

chave (Ramakrishnan e Docampo, 2018). A entrada em excesso pela membrana 

plasmática ou a falha em algum dos mecanismos de regulação, leva ao desequilíbrio 

nas concentrações de cálcio citosólico, fazendo com que a mitocôndria exerça um 

papel indispensável no tamponamento deste íon de forma a controlar seus níveis 
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intracelulares (Docampo e Huang, 2015; Docampo e Moreno, 2021). No entanto, a 

capacidade de captação de Ca2+ por essa organela é limitada e variações acentuadas 

podem acarretar a formação de canais de alta condutância que levam a dissipação do 

potencial da membrana mitocondrial (Benaim et al., 2020; Scarpelli et al., 2021).  

Logo, com o intuito de determinar a causa da alteração mitocondrial 

observada, foram investigados os níveis de cálcio em promastigotas de L. (L.) 

infantum após tratamento com a neolignana PP480. Os resultados demonstraram que 

em apenas 20 minutos, o composto induz um aumento exacerbado nos níveis de Ca2+, 

possivelmente, liberando-o das reservas intracelulares, uma vez que o meio 

extracelular não contém cálcio, impossibilitando o influxo transmembrana. Portanto, 

pode-se sugerir que a disfunção mitocondrial causada pela neolignana PP480, possa 

ser decorrente de uma elevação dos níveis deste íon. Porém, uma ação direta na 

mitocôndria não pode ser totalmente descartada. É importante mencionar, que a 

despolarização da membrana plasmática, pode também ser resultado dos níveis 

elevados de cálcio intracelular, considerando que diversos canais localizados nesta 

membrana são responsáveis pela captação e liberação de Ca2+ (Docampo e Huang, 

2015; Benaim et al., 2020). 

Tendo em vista os altos níveis de cálcio observados após o tratamento com a 

neolignana PP480, a etapa seguinte para a compreensão do mecanismo de ação, foi 

avaliar se essa modificação poderia ser atribuída a alterações nos acidocalcissomos. 

Essas organelas são os principais reservatórios de cálcio em tripanossomatídeos, 

diferentemente das células de mamífero, onde o retículo endoplasmático desempenha 

essa função (Ramakrishnan e Docampo, 2018). Os acidocalcissomos exibem um pH 

ácido que favorece a retenção de Ca2+, uma vez que transportadores Ca2+ / H+ são 

responsáveis pelo efluxo deste íon. Portanto, após a alcalinização, estas organelas 

tendem a internalizar H+ à medida que liberam cálcio no citosol, como forma de 

reestabelecer o equilíbrio homeostático (Sundar e Singh, 2018; Benaim et al., 2020). 

Nos estudos realizados com promastigotas de L. (L.) infantum, foi possível constatar 

que em apenas 20 minutos de tratamento, o composto PP480 promove a alcalinização 

dos acidocalcissomos. Portanto, é possível inferir que esta neolignana perturba a 

função dessas organelas, desencadeando a liberação de Ca2+ no citosol. A 

miltefosina, utilizada na clínica das leishmanioses, exibe o mesmo padrão de ação 

letal em L. (L.) donovani, causando alcalinização dos acidocalcissomos e consequente 
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aumento de cálcio, com colapso do potencial da membrana mitocondrial (Pinto-

Martinez et al., 2018). Além dos acidocalcissomos, outros depósitos de Ca2+, podem 

estar sendo afetados pelo composto, porém, estudos mais detalhados são 

necessários para avaliação. 

As proteínas são ferramentas valiosas em estudos de resistência 

medicamentosa, interação parasita-hospedeiro, assim como na identificação de 

marcadores de diagnóstico (Müller e Hemphill, 2016; Sundar e Singh, 2018). Desde a 

catálise de reações químicas, ao crescimento e adaptação a diferentes 

microambientes, proteínas são imprescindíveis para a execução e regulação de 

diversos mecanismos celulares. As proteínas de membrana, por exemplo, são 

responsáveis pela formação de canais e bombas, sendo cruciais para o transporte de 

moléculas e sinalização celular (Alberts et al., 2017). Portanto, devido ao importante 

papel na viabilidade e infectividade parasitaria, desequilíbrios proteicos levam a 

consideráveis disfunções no metabolismo celular e podem induzir a morte (Garg et al., 

2018). Diante deste cenário, a análise destas macromoléculas se faz essencial para 

a investigação do mecanismo de ação. Considerando os resultados obtidos, foi 

possível verificar que o composto PP480, induz um aumento nos níveis de proteínas 

totais em promastigotas de L. (L.) infantum. Este efeito pode ser atribuído a um 

mecanismo de regulação para sobrevivência celular diante de um eventual 

desequilíbrio metabólico, possivelmente ocasionado pelo colapso bioenergético do 

parasita. 

A técnica espectrométrica de MALDI-TOF/MS, é amplamente utilizada na 

rotina de diagnóstico para identificação de microrganismos, dispondo de um grande 

banco de dados com perfis conhecidos de diversos gêneros e espécies (Singhal et al., 

2015). No que se refere aos parasitas de Leishmania, a técnica foi padronizada, 

estabelecendo um perfil para determinação de subgênero (Mouri et al., 2014). 

Recentemente, começaram a surgir também metodologias de aprendizado, 

denominadas “machine learning”, utilizando espectrometria de massas para 

investigação do mecanismo de ação de fármacos, com ênfase na área de 

antimicrobianos (van Oosten e Klein, 2020). Neste trabalho, por meio de uma 

abordagem de MALDI-TOF/MS, foi elucidado o perfil espectral de promastigotas de L. 

(L.) infantum tratadas com PP480, demonstrando alterações expressivas, com 

reduções e aumentos na intensidade de proteínas especificas. Desta forma, foi 
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possível complementar a avaliação do mecanismo de ação deste composto e 

confirmar sua interferência na produção de proteínas. Também foi constatado que as 

mudanças no perfil proteico desta neolignana, foram evidentemente diferentes 

daquelas verificadas após tratamento com o fármaco miltefosina, sugerindo 

mecanismos de ação distintos e oferecendo abertura para a descoberta de novos 

alvos moleculares.  

O ciclo celular é rigidamente controlado por um complexo de proteínas, cujo 

papel é essencial para sobrevida parasitaria. Sendo assim, compostos que as tenham 

como alvo ou que causem alguma disfunção na divisão celular, podem gerar graves 

distúrbios de proliferação, levando o parasita a morte (Sundar e Singh, 2018). O 

estibogluconato de sódio, utilizado como primeira escolha no tratamento das 

leishmanioses, atua como inibidor de topoisomerases, enzimas fundamentais para o 

processo de replicação do DNA (No, 2016). Adicionalmente, pesquisas anteriores 

demonstraram que um derivado semissintético de desidrodieugenol B interfere na 

divisão celular de parasitas de L. (L.) infantum, acometendo o mecanismo de 

replicação de DNA e a mitose (Amaral et al., 2019). Neste estudo, modificações no 

ciclo celular de promastigotas de L. (L.) infantum foram avaliadas por citometria de 

fluxo e os resultados mostraram que o composto PP480 interfere somente nas fases 

SubG0 e G0/G1. O aumento de células na fase SubG0 indica que o conteúdo de DNA 

está fragmentado e a diminuição de G0/G1, indica que uma menor quantidade de 

parasitas está no período estacionário, se preparando para a divisão. Deste modo, 

quando esses dados são avaliados em conjunto, é possível sugerir que o aumento em 

SubG0 ocorre às custas de células da fase G0/G1, sem mudanças significativas no 

mecanismo de replicação de DNA e mitose (Fases S e G2/M). Portanto, é possível 

que o ciclo celular esteja ocorrendo normalmente nas células viáveis, considerando 

que o tratamento se deu na Concentração Efetiva 50%. Efeitos semelhantes foram 

observados anteriormente no tratamento de promastigotas de L. (L.) donovani com 

miltefosina (Paris et al., 2004). 

A morte celular programada, denominada como apoptose, é evidenciada por 

diversos eventos, como a despolarização de membrana mitocondrial, aumento dos 

níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) e exacerbação de cálcio citosólico. 

Ademais, a fragmentação do material genético internucleossomal é considerada um 

indicador extremamente importante neste tipo de morte celular. Já no que diz respeito 
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a morfologia, a redução do volume celular, condensação da cromatina e formação de 

vesículas a partir da membrana plasmática, chamadas de corpos apoptóticos, são 

características observadas (Azami et al., 2018; Menna-Barreto, 2019). Considerando 

os resultados adquiridos nos estudos mitocondriais e de ciclo celular, uma análise de 

fragmentação do material genético foi realizada em promastigotas de L. (L.) infantum 

tratados com o composto PP480. Anteriormente, foram reportados na literatura 

diversos compostos, incluindo a neolignana licarina A e o fármaco miltefosina, que 

exibem efeito de fragmentação em parasitas de Leishmania (Néris et al., 2013; 

Saudagar et al., 2014; Cianciulli et al., 2018). Nesta pesquisa, utilizando eletroforese 

em gel de agarose, foi possível verificar que o derivado sintético estudado, não causa 

alterações na integridade do material genético dos parasitas. Sendo assim, é possível 

inferir que a fragmentação do DNA não pode ser atribuída como mecanismo de ação 

do composto PP480 e, portanto, o aumento de células com DNA fragmentado (fase 

subG0) no estudo de ciclo celular não está relacionado a uma morte do tipo “apoptose-

like”. 

Tendo em vista que a necrose envolve essencialmente a ruptura da 

membrana plasmática, este tipo de morte celular também pode ser descartado, uma 

vez que a neolignana PP480 não induz a formação de poros nesta membrana. Sendo 

assim, a hipótese remanescente é a de morte celular por autofagia, processo 

caracterizado pela degradação de constituintes celulares danificados, formando 

corpos multivesiculares e vacúolos no citoplasma. Este mecanismo representa uma 

estratégia de sobrevivência a condições adversas, no entanto, em situações de 

estresse exacerbado, acarreta um desequilíbrio na homeostase celular, 

desencadeando a sinalização de morte (Basmaciyan e Casanova, 2019; Menna 

Barreto, 2019; Machado et al., 2021). Através de uma investigação ultraestrutural, por 

microscopia eletrônica de transmissão, foi possível constatar a vacuolização do 

citoplasma de promastigotas de L. (L.) infantum em todos os tempos de tratamento 

com o composto PP480. Adicionalmente, também foram verificados desarranjos 

mitocondriais, corroborando os estudos realizados por citometria de fluxo. Resultados 

similares foram relatados anteriormente após exposição de parasitas de L. (L.) 

infantum a outro derivado da neolignana desidrodieugenol B (Amaral et al., 2019). 

Nenhuma alteração na membrana plasmática e núcleo foram observadas, reforçando 

a hipótese de que o composto não induz morte celular por apoptose nem por necrose. 
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Portanto, o intenso estresse celular exercido por esta neolignana, possivelmente 

ocasiona a morte celular autofágica.  

Complementarmente, os quimioterápicos podem induzir a imunomodulação 

das células hospedeiras, aumentando a produção de moléculas como citocinas, óxido 

nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS), responsáveis pela defesa contra 

patógenos intracelulares. Assim, além da ação direta no parasita, os fármacos podem 

contar com a ativação das células hospedeiras para eliminação da infecção (Loría-

Cervera e Andrade-Narvaez, 2020). Neste contexto, considerando a seletividade do 

composto PP480 em amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum, a influência desta 

neolignana nos mecanismos de imunomudulação foi estudada através da dosagem 

de óxido nítrico e de citocinas.  

O óxido nítrico promove o controle da infecção de Leishmania através da 

diminuição da atividade metabólica de amastigotas intracelulares, restringindo o 

crescimento e a sobrevivência dos parasitas (Olekhnovitch e Bousso, 2015). Dentre 

os produtos naturais explorados na literatura, diversos exibiram uma atividade 

terapêutica anti-Leishmania NO-dependente (Di Giorgio et al., 2006; Sharma et al., 

2013). Contrariamente, foi observado que o composto PP480 não induz nenhuma 

alteração significativa nos níveis desta molécula. Estes resultados corroboram 

estudos anteriores, nos quais foi constatado que a neolignana desidrodieugenol B e 

seus derivados, não apresentam mecanismo leishmanicida influenciado pela 

produção de oxido nítrico na célula hospedeira (Costa-Silva et al., 2015; Amaral et al., 

2019). 

A primeira linha da defesa imunológica do hospedeiro contra patógenos 

desconhecidos, é o recrutamento de fagócitos mononucleares, como macrófagos, 

responsáveis pela produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio para 

eliminação da ameaça. Isto ocorre através da produção de interleucina-12 (IL-12) e, 

consequentemente, de interferon-𝛾 (IFN-𝛾), citocina conhecida pela ativação das 

células hospedeiras induzindo a produção destas espécies para eliminação de 

amastigotas intracelulares. Esta resposta inicial é conhecida como Th1, onde são 

produzidas citocinas pró-inflamatórias para controle da infecção (Jawed et al., 2019; 

Saini et al., 2022). No entanto, parasitas de Leishmania possuem mecanismos de 

sobrevivência para se estabelecer no hospedeiro, contornando a resposta imune e 

modulando a sinalização celular. Desta forma, é estimulada uma resposta do tipo Th2, 
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com produção das citocinas IL-4, IL-6 e IL-10, com decorrente imunossupressão da 

resposta Th1 e da atividade leishmanicida. Estudos clínicos com pacientes de 

leishmaniose visceral ativa, apontam níveis elevados destas citocinas anti-

inflamatórias diretamente relacionados a exacerbação da doença (Ibarra-Meneses et 

al., 2020).  

As citocinas desempenham então um papel fundamental na determinação de 

resistência ou susceptibilidade a leishmaniose, estando presentes ao longo de todo o 

curso da infecção. Sendo assim, um controle adequado da doença, requer um 

equilíbrio entre a resposta Th1 e Th2, uma vez que aumentos acentuados da primeira, 

podem levar a danos teciduais e da segunda, a exacerbação da doença (No, 2016; 

Anversa et al., 2018). Anteriormente, estudos com a desidrodieugenol B, demonstram 

a redução das citocinas IL-6 e IL-10 (Costa-Silva et al., 2015). Efeito semelhante foi 

observado em um derivado desta neolignana, que apresentou uma atividade 

imunomodulatória com diminuição, dose-dependente, dos níveis de IL-10 (Amaral et 

al., 2019). No presente trabalho, após o tratamento com o composto PP480, foi 

constatada a redução de todas as citocinas estudadas, tanto de resposta Th1 (IL-12 

e INF-γ), quanto Th2 (IL-4, IL-10). Diante destes resultados, é possível inferir que esta 

neolignana atua como imunomoduladora completa, com uma resposta anti-

inflamatória que pode vir a contribuir para um melhor desfecho da doença. Também é 

possível sugerir que sua atividade anti-L. (L.) infantum seja direta no parasita, 

independente da ativação da célula hospedeira.  

A farmacocinética se caracteriza como o estudo do comportamento de um 

fármaco no organismo, incorporando processos de absorção, distribuição, 

metabolismo e eliminação (ADMET). Portanto, sua investigação nas etapas iniciais do 

desenvolvimento de novos quimioterápicos contribui para a compreensão da 

biodisponibilidade da molécula e é considerada determinante para o êxito de 

posteriores pesquisas clínicas (Tuntland et al., 2014; Van den Anker et al., 2018). 

Neste contexto, considerando o potencial leishmanicida promissor e visando futuros 

estudos de eficácia pré-clínica, foi realizada a investigação do perfil farmacocinético 

do composto PP480 em ratos Wistar, após administração em dose única (5 mg/kg), 

por via intraperitoneal. 

A meia-vida plasmática é determinada como o tempo necessário para que a 

concentração de um fármaco no plasma seja reduzida à metade, refletindo a 



104 
 

 
 

frequência na qual o mesmo deve ser administrado (Currie, 2018). No que se refere a 

este parâmetro, foi possível constatar que animais machos apresentam uma 

eliminação mais lenta que as fêmeas, com maior permanência do composto PP480 

em seus plasmas. No entanto, a média dos valores é adequada, uma vez que o ideal 

para um fármaco é apresentar as características necessárias para um esquema 

posológico de dosagem diária única (Smith et al., 2012). Também é preconizado que 

os tempos de meia vida plasmática não sejam tão longos a fim de propiciar o 

desenvolvimento de resistência parasitaria, como no caso da miltefosina, utilizada no 

tratamento das leishmanioses, que apresenta um T1/2 de aproximadamente 126h (Kip 

et al., 2018; Palić et al., 2022). Em relação a exposição sistêmica e a concentração 

plasmática máxima, foram obtidos valores abaixo do CE50 em amastigotas 

intracelulares. No entanto, estudos com diferentes doses e vias de administração 

devem ser suficientes para estimar um regime de administração adequado e prevenir 

possíveis falhas terapêuticas. Para alguns fármacos, a administração em múltiplas 

doses, pode levar a ocorrência de acúmulo do mesmo em seu sítio de ação 

(Scheerans et al., 2015). Os resultados de concentração e tempo máximo, reafirmam 

a disparidade nas respostas farmacocinéticas dos diferentes sexos, com fêmeas 

apresentando o dobro da concentração plasmática de PP480, em um menor tempo. 

Fatores intrínsecos como sexo, peso, disfunções metabólicas e polimorfismos 

genéticos, podem afetar diretamente a exposição sistêmica de um composto no 

organismo, podendo gerar resultados divergentes entre indivíduos (Tang e Lu, 2009). 

Entretanto, é possível verificar que em ambos os sexos, o composto PP480 tem sua 

concentração máxima atingida em tempos curtos, mas permanece no organismo por 

tempo suficiente para que seja sugerido um intervalo de dosagem diária para a 

promoção de sua ação terapêutica.  

Em resumo, estes resultados sugerem a neolignana PP480 como a mais 

promissora, uma vez que não apresentou toxicidade para as células de mamíferos 

estudadas e exibiu o maior índice de seletividade em amastigotas de Leishmania (L.) 

infantum. Sua avaliação in silico sugere uma alta absorção gastrointestinal, sem 

similaridades a PAINS e um perfil drug-likeness favorável. Desta forma, o composto 

se enquadra nos critérios estabelecidos pelo DNDi e pode ser considerado um hit para 

leishmaniose visceral. Ademais, através de uma investigação do mecanismo de ação, 

foi evidenciado que este derivado sintético não causa alteração da permeabilidade da 
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membrana plasmática de promastigotas, no entanto, ao atravessá-la, induz a 

despolarização de seu potencial elétrico. No interior do parasita, foi observado um 

efeito pronunciado nos acidocalcissomos com concomitante extravasamento de cálcio 

intracelular. Em conjunto, esses efeitos possivelmente induzem um comprometimento 

mitocondrial e sucessivo colapso da cadeia bioenergética, diminuindo os níveis de 

ATP e ROS. Também foi constatado que este derivado interfere no perfil proteico, com 

aumento dos níveis de proteínas totais, possivelmente um mecanismo de 

sobrevivência parasitaria em resposta ao desequilíbrio metabólico instigado. 

Entretanto, o composto estudado não acomete diretamente o mecanismo de 

replicação dos parasitas e não induz danos a integridade do material genético. A nível 

ultraestrutural, foram confirmados os desarranjos mitocondriais e foi constatada a 

formação de vacúolos citoplasmáticos. Diante destes resultados, sugere-se que o 

composto acarrete uma morte celular do tipo autofágica. Adicionalmente, foi possível 

inferir que esta neolignana tem ação leishmanicida independente da produção de 

oxido nítrico, com uma resposta anti-inflamatória reduzindo todas as citocinas 

estudadas. Por fim, este composto apresentou in vivo parâmetros farmacocinéticos 

encorajadores, porém estudos mais detalhados são necessários para comprovar seu 

potencial para uso terapêutico na clínica da leishmaniose visceral. Portanto, este 

trabalho reforça a importância de produtos naturais como fonte de novos compostos 

antiparasitários e sugerem o composto PP480 como um candidato promissor para 

futuros estudos pré-clínicos. 
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6 CONCLUSÕES 

 

1. Dentre os análogos testados, 19 (CES435, CES436, CES448, CES476, 

CES509, CES512, PP480, SN27, SN28, SN39, SN52, SN63, HA043, HA075, HA077, 

HA078, HA171, MA001 e MA002) apresentaram atividade contra as formas 

amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum. 

2. Os compostos CES476, CES509, CES512, SN27, SN28, SN52 e HA171 

foram os únicos que apresentaram citotoxicidade nas concentrações testadas. 

3. A neolignana PP480 foi a mais potente e seletiva nas condições 

estabelecidas in vitro e, portanto, foi selecionada para estudos detalhados. 

4. As análises in silico indicam que esta neolignana apresenta alta absorção 

gastrointestinal, solubilidade moderada, perfil drug-likeness favorável e não se 

assemelha a PAINS. Além disso, sugerem que futuras modificações estruturais devem 

priorizar a redução de flexibilidade e monitorar parâmetros de lipofilicidade e tamanho. 

5. A avaliação de atividade hemolítica indicou que o composto PP480 não 

causa hemólise nas concentrações estudadas. 

6. A investigação do mecanismo de ação em promastigotas de L. (L.) 

infantum, sugere que nas condições testadas PP480 não induz a formação de poros 

na membrana plasmática, no entanto, ao atravessá-la provoca a despolarização de 

seu potencial elétrico. No citoplasma, o composto provoca alcalinização dos 

acidocalcissomos com decorrente extravasamento de Ca2+. Na mitocôndria foi 

possível observar que, possivelmente, devido ao excesso de cálcio, ocorre a 

despolarização da membrana desta organela e consequente diminuição dos níveis de 

ATP celular e espécies reativas de oxigênio (ROS). Também foram evidenciadas 

interferências no perfil proteico com indução de um aumento nos níveis de proteínas 

totais. Já na avaliação de ciclo celular foi observado um aumento de parasitas na fase 

subG0 e consecutiva diminuição da fase G0/G1, propondo que o derivado PP480 não 

induz alterações no mecanismo de replicação celular. Ademais, foi observado que 

este derivado não gera a fragmentação do material genético dos parasitas e através 

de estudos ultraestruturais foram confirmados os desarranjos mitocondriais e 

verificada a presença de vacúolos no citoplasma. Desta forma, foi possível sugerir que 

esta neolignana leva os parasitas a uma morte celular do tipo autofágica. 
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7. O estudo de imunomodulação constatou que a neolignana PP480 não 

modifica a produção de óxido nítrico (NO). No entanto, foi observada a redução das 

citocinas IL-12, INF-γ, IL-4 e IL-10, sugerindo uma resposta imunomoduladora anti-

inflamatória. 

8. Quanto a determinação do perfil farmacocinético in vivo, o composto 

PP480 demonstrou permanência no plasma por tempo suficiente para administração 

de uma dose única diária. Porém, foi observada uma exposição sistêmica abaixo da 

CE50, sugerindo que estudos mais aprofundados devam ser realizados com diferentes 

doses e vias de administração. 

9. Por fim, os resultados reafirmam o potencial anti-L. (L.) infantum de 

derivados de desidrodieugenol B e apontam o composto PP480 como o candidato 

mais promissor para os futuros estudos de eficácia in vitro. 

 

  



108 
 

 
 

APÊNDICE A – VALIDAÇÃO HPLC 

 

Ratos Wistar machos e fêmeas foram obtidos do Laboratório Charles River 

(L'Arbresle, França) e mantidos em caixas esterilizadas com ambiente controlado, 

recebendo água e alimento ad libitum. Os animais foram adaptados as condições por 

pelo menos uma semana antes do início dos experimentos. Todos os procedimentos 

foram conduzidos de acordo com a Diretiva Europeia (2010/63/UE) e com a lei 

portuguesa (Decreto-Lei 113/2013, 2013), além de previamente avaliados pela 

Autoridade Nacional de Saúde Animal, Fitossanidade e Segurança Alimentar (DGAV 

– Direção Geral de Alimentação e Veterinária). 

As análises cromatográficas para determinação do perfil farmacocinético do 

composto PP480 foram realizadas por HPLC utilizando uma coluna C18 (Purospher 

Star LiChroCART®, 55 x 4 mm, 3 μm) com eluição gradiente. Desidrodieugenol B (0,8 

μg/mL) foi utilizado como padrão interno (PI). Sob as condições cromatográficas 

estabelecidas, os tempos de retenção dos compostos PP480 e PI foram de 

aproximadamente 3,1 e 4,7 min, respectivamente. As seis concentrações de 

calibração empregadas foram de 0,03, 0,06, 0,5, 1, 3 e 5 μg/mL.  

A detecção e quantificação do composto PP480 nas matrizes de sangue, foi 

realizada após o processamento das amostras, utilizando uma metodologia de 

extração líquido-líquido. Para isso, 100 µL de plasma foram enriquecidos com 10 µL 

de PI (0,8 μg/mL). Posteriormente, 500 µL de hexano foram adicionados e a mistura 

foi agitada por 1 min em vórtex e então centrifugada a 13400 rpm por 5 min. A fase 

superior orgânica foi coletada em tubos de vidro e a fase aquosa foi submetida ao 

procedimento de extração líquido-líquido novamente. Ao final, as amostras orgânicas 

combinadas foram completamente evaporadas a 60°C sob fluxo de nitrogênio e então 

reconstituídas em 100 µL de 40:60 ACN:H2O + ácido ortofosfórico 0,1% (pH 2,08). Por 

fim, os extratos foram centrifugados a 13400 rpm por 2 min e inseridos em frascos de 

HPLC para injeção no sistema. 

A validação do método foi realizada seguindo as diretrizes para validação de 

métodos bioanalíticos da Food and Drug Administration e European Medicines Agency 

(Food and Drug Administration, 2018; European Medicines Agency, 2011). Desta 

forma, foram adotados os critérios de aceitação dispostos nestes guias para os 

parâmetros de seletividade, linearidade, precisão, exatidão, limite inferior de 



109 
 

 
 

quantificação (LLOQ) e estabilidade. Ademais, foram utilizados controles de qualidade 

de limite inferior de quantificação (QCLLOQ - 0,03 μg/mL), baixo (QC1 - 0,08 μg/mL), 

médio (QC2 - 2 μg/mL) e alto (QC3 - 5 μg/mL), de acordo com as normas 

estabelecidas. 

A seletividade foi determinada através da análise de interferências 

cromatográficas nos tempos de retenção do composto PP480 e PI, em matrizes de 

plasma branco obtidas de cinco fontes diferentes. Cromatogramas representativos 

estão dispostos na Figura 37, confirmando a ausência de interferentes. Já a 

linearidade foi estipulada utilizando curvas de calibração preparadas em três dias 

diferentes, nas faixas de concentração definidas. As curvas de calibração foram 

construídas utilizando uma regressão linear ponderada 1/x2, selecionada por propiciar 

a menor porcentagem de erro relativo na relação da área do pico (analito/PI) versus 

concentração nominal (Almeida et al., 2002). As equações de regressão foram 

representadas por y= bx + a, onde x é a concentração nominal do analito e y é a razão 

entre a área do analito e PI. O LLOQ foi estabelecido como a menor concentração a 

ser obtida com precisão (≤ 20%) e exatidão (± 20%) em 5 amostras diferentes. Para 

as análises de farmacocinética, concentrações abaixo do LLOQ foram consideradas 

como 0. 

 

 

Figura 37 - Cromatogramas de HPLC representativos. (A) Plasma de rato branco; (B) Plasma 

de rato enriquecido com PP480 (0,03 μg/Ml - LLOC) e PI (0,8 μg/mL). 

 

A precisão e exatidão foram definidas pelas porcentagens de coeficiente de 

variação (CV) e desvio da concentração nominal (BIAS), respectivamente. Estes 

parâmetros foram verificados interdia em três dias diferente e os critérios de aceitação 

foram estabelecidos como %CV ≤15 e %BIAS de ±15. Todas as condições analíticas 

e os parâmetros de validação estão dispostos na Tabela 7. 

 

A B 
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Tabela 7 - Condições cromatográficas e de validação para quantificação por 

HPLC do composto PP480 em plasma. 

 

Parâmetros PP480 

Fase móvel 
A: H2O + ácido ortofosfórico 0,1% (pH 2,08) 

B: ACN [30% (0 – 1 min); 30 a 65% (1 - 2,5 min); 65% 
(2,5 - 5 min); 65 a 30% (5 - 7 min); 30% (7 – 10 min)] 

Fluxo (mL/min) 1 

Temperatura (°C) 25 

Comprimento de onda (nm) 220 

Volume de injeção (μL) 20 

Tempo de corrida (min) 10 

Faixa de Calibração (μg/mL) 0,03 - 6 

LLOQ (μg/mL) 0,03 

Equação de Regressão y= 0,9249x - 0,0086 

Coeficiente de determinação (r2) 0,9991 

Precisão interdia (% CV) ≤ 5,0 

Exatidão interdia (% BIAS) - 5,12 a 3,61 

ACN: Acetonitrila; LLOQ: limite inferior de quantificação; %BIAS: desvio da concentração nominal; %CV: 
coeficiente de variação. 

 

A estabilidade foi estabelecida pela comparação de dados antes e após a 

exposição a diferentes condições, mimetizando o armazenamento e manuseio 

durante todo processo experimental (Tabela 8). Este parâmetro foi determinado em 

cinco amostras processadas e não processas dos controles de qualidade QC1 (0,08 

μg/mL) e QC3 (5 μg/mL). Resumidamente, as amostras não processadas foram 

armazenadas a temperatura ambiente por 2h e a 4°C por 6 e 24h. Foi realizado 

também o congelamento a -20°C destas amostras a longo prazo por 15 e 30 dias, 

além de três ciclos de congelamento/descongelamento. Já as amostras processas 

foram submetidas a duas condições: 2h a temperatura ambiente e 24h a 4°C. Os 

limites de aceitação da razão entre estabilidade e a concentração do analito na 

amostra de referência (tempo 0) foram de 85 a 115%. 
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Tabela 8 – Estabilidade do composto PP480 em plasma sob condições de 

manuseio e armazenamento. 

 

Condições 

Estabilidade / concentração do analito de 
referência (%) 

0,08 μg/mL 5 μg/mL 

Amostra Processada   

2h a temperatura ambiente 98,35 100,43 

24h a 4°C 99,12 98,84 

Amostra Não Processada   

2h a temperatura ambiente 86,54 90,90 

6h a 4°C 91,74 95,92 

24h a 4°C 87,07 91,65 

15 dias a -20°C 85,36 90,53 

30 dias a -20°C 92,66 93,24 

Congelamento/Descongelamento 88,58 97,49 
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