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RESUMO 

 

A leishmaniose é uma doença parasitária causada por protozoários do gênero 

de Leishmania. É a segunda maior causa de mortes causadas por parasitas no 

mundo, responsável por 500.000 casos por ano. A leishmaniase visceral (VL) é 

a forma mais severa da doença. A quimioterapia é feita pela administração de 

drogas com significantes efeitos colaterais - em termos de administração, 

duração do tratamento, toxicidade e custo - que limitam sua utilização em áreas 

endêmicas. Na busca por novas drogas, a triagem empírica ou "piggy-back 

therapy" representa um das formas mais promissoras na introdução de novos 

compostos ativos. O presente trabalho teve como objetivo, o estudo de 

fármacos comercias usados no tratamento de outras patologias, contra L. (L.) 

chagasi. Por meio de triagem empírica, o estudo avaliou a eficácia in vitro de 21 

fármacos sintéticos contra formas promastigotas do parasita. Cinco compostos 

apresentaram valores promissores de CE50 em culturas in vitro de 

promastigotas de L. (L.) chagasi, sendo eles: buparvaquona, furazolidona, 

clotrimazol, bifonasol e nifedipina. Dentre os fármacos ativos, buparvaquona 

demonstrou o menor valor de CE50 contra promastigotas de L. (L.) chagasi. 

Além disso, buparvaquona demonstrou baixa toxicidade contra células de 

mamíferos e potente atividade contra amastigotas intracelulares de L. (L.) 

chagasi. Não foi observado aumento na produção de óxido nítrico pelos 

macrófagos na presença da buparvaquona, o que sugere um efeito direto no 

parasita e ainda que seu mecanismo de ação contra os amastigotas, não deve 

estar relacionado a ativação do macrófago. A buparvaquona é um potencial 

candidato a fármaco para os estudos em modelos animais com L. (L.) chagasi. 

Os resultados encontrados podem ser utilizados como uma importante 

ferramenta no desenho de novos fármacos, assim como para estudos de 

modelagem molecular. 



 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a protozoan disease caused by parasites of the Leishmania 

genus. It has been the second cause of parasitic disease in the world, and is 

responsible for an estimated 500,000 cases per year worldwide. Visceral 

Leishmaniasis (VL) is the most severe form of the disease. The chemotherapy 

has many drawbacks, as a difficult route for administration, the long period of 

treatment, the toxicity or even the cost, which could also limit the use in disease-

endemic areas. In the search for novel drugs, the chemotherapeutic switching or 

“piggy-back” chemotherapy represents one of the most promising forms for the 

introduction of new active compounds. The goal of this work was the in vitro 

study of drugs in clinical use for the treatment of other pathologies, against L. 

(L.) chagasi. By using an empiric screening, this study evaluated the in vitro 

effectiveness of 21 synthetic drugs against promastigotes forms of the parasite. 

Five compounds presented promising EC50 values in cultures of L. (L.) chagasi 

promastigotes: buparvaquone, furazolidone, clotrimazole, bifonasole and 

nifedipine. Among the active compounds, buparvaquone demonstrated the 

smallest EC50 value against L. (L.) chagasi promastigotes. Furthermore, 

buparvaquone demonstrated low toxicity against mammalian cells and potent 

activity against L. (L.) chagasi intracellular amastigotes. There was also 

observed no increase in the production of nitric oxide by the macrophages in the 

presence of buparvaquone, suggesting other mechanism of action against the 

intracellular amastigotes than macrophage activation. Buparvaquone is a 

potential drug candidate for experimental studies with L. (L.) chagasi. These 

results could be an important tool for drug design studies and molecular 

modeling studies. 



 

LISTA DE ABREVEATURAS E SIGLAS 

 

ATCC– American Type Cell Collection 

°C – graus Celsius 

 – Comprimento de onda 

CE50 – Concentração efetiva 50% 

CO2 – Dióxido de carbono 

DMSO – dimetilsulfóxido 

DNA – Ácido desoxirribonucléico 

EtOH – etanol 

FDA – Food and Drug Administration – USA  

HIV – virus da imunodeficiência humana (human deficiency virus) 

h – horas 

I.S. – Índice de seletividade,  

IC 95% – Intervalo de confiança 95% 

LLC-MK2- células de rim de macaco Rhesus 

LPS-lipopolissacarídeo 

MeOH – metanol 

MTT – 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-phenyltetrazolium bromide 

OMS – Organização mundial da saúde 

ppm – parte por milhão 

PBS – tampão fosfato-salina 

QSAR – Relação estrutura química-atividade biológica 

RNA – Ácido ribonucléico 

rpm - rotação por minuto 

RMPI – Roswell Park Memorial Institute 

SDS – Dodecil sulfato de sódio 

SIDA – síndrome da imunodeficiência adquirida 

THP-1– monócitos tumorais humanos 



 

U.V. – ultra violeta 

v/v – volume por volume 

WHO – World health organization 



 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Fórmulas estruturais e uso terapêutico dos fármacos em 

estudo. 29 

Tabela 2: Atividade anti-Leishmania dos fármacos ativos sobre L. (L.) 

chagasi (exceto buparvaquona). Pentamidina foi utilizado como 

fármaco padrão. 

44 

Tabela 3: Valores de CE50 do fármaco buparvaquona e padrões contra 

promastigotas e amastigotas de L. (L.) chagasi. 48 

 

 



 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Fêmea de Flebotomíneo adulto, engurgitada. 

6 

Figura 2: Ciclo de vida da Leishmania spp. 

8 

Figura 3: Número de casos e coeficiente de incidência de 

leishmaniose visceral, Brasil – 1985 a 2002. 13 

Figura 4: Distribuição dos municípios do Estado de São Paulo 

segundo a classificação epidemiológica para leishmaniose visceral, 

em fevereiro/2008.  

 

14 

Figura 5: Aspecto clínico das Leishmanioses. a- Um paciente do Peru 

com Leishmaiose cutânea; b- Um paciente da Bolívia com 

Leishmaniose mucosa; c- Um paciente da Uganda com Leishmaniose 

Visceral; d- Uma paciente da Índia com Leishmaniose dérmica pós 

kalazar. 

 

17 

Figura 6: Placa de 96 poços contendo L. (L.) chagasi, após incubação 

com os compostos por 24 horas, incubação com MTT por 4 horas e 

posterior incubação com SDS por 24 horas. 

 

38 

Figura 7: Porcentagem de sobrevida de promastigotas de L. (L.) 

chagasi submetidos aos fármacos sintéticos na concentração de 100 

µg/mL, pelo método do MTT. ct = controle de crescimento positivo. 

 

42 



 

Figura 8: Curva dose-resposta dos fármacos ativos sobre formas 

promastigotas de L. (L.) chagasi (exceto buparvaquona). Pentamidina 

foi utilizada como fármaco padrão. 

 

43 

Figura 9: Curva dose-resposta do fármaco buparvaquona sobre 

formas promastigotas de L. (L.) chagasi. Pentamidina foi utilizada 

como fármaco padrão. 

 

45 

Figura 10: Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 

infectados com L. (L.) chagasi e tratados por 120 horas com o fármaco 

buparvaquona (B) e controle sem tratamento (A). Lâminas foram 

coradas com Giemsa e observadas em microscopia óptica. 

 

46 

Figura 11: Curva dose-resposta do fármaco buparvaquona sobre 

formas amastigotas de L. (L.) chagasi. Glucantime foi utilizado como 

fármaco padrão. 

 

47 

Figura 12: Efeito do fármaco buparvaquona sobre a produção de óxido 

nítrico por macrófagos. Os macrófagos foram cultivados na presença 

e ausência de lipopolissacarídeo (LPG) e na presença do fármaco. 

 

49 

 



 1  

ÍNDICE 

RESUMO..............................................................................................iv

 ABSTRACT...........................................................................................v 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS...............................................vi 

TABELAS............................................................................................viii 

FIGURAS..............................................................................................ix 

 

1. REVISÃO DA LITERATURA ........................................................... 3 

1. 1 Leishmanioses ....................................................................... 3 

1.1.1 Breve histórico...................................................................... 3 

1.1.2 Agente Etiológico ................................................................. 4 

1.1.3 Vetores ................................................................................. 5 

1.1.4 Reservatórios ....................................................................... 6 

1.1.5 Ciclo biológico ...................................................................... 7 

1.1.6 Epidemiologia ..................................................................... 10 

1.1.7 Classificação da doença .................................................... 15 

1.1.8 Tratamento ......................................................................... 18 

2. OBJETIVOS .................................................................................. 25 

3. MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................. 26 

3.1 Materiais ................................................................................ 26 

3.2 Culturas celulares e animais de experimentação .................. 33 

3.2.1 Leishmania (Leishmania) chagasi ...................................... 33 

3.2.2 Células de mamíferos ........................................................ 34 

3.2.3 Animais de experimentação ............................................... 35 



 2  

 3.3 Avaliações da atividade anti-Leishmania ............................. 35 

3.3.1 Determinação da atividade anti-Leishmania e da 

concentração efetiva 50% (CE50).................................................35 

3.3.2 Determinação da CE50 em macrófagos peritoneais 

infectados com amastigotas de L. (L.) chagasi ........................... 37 

 3.4 Avaliações da citotoxicidade ................................................ 38 

3.4.1 Determinação da concentração efetiva 50% (CE50) ........... 38 

3.4.2 Determinação do índice de seletividade ............................. 39 

3.4.3 Avaliação da atividade hemolítica ...................................... 39 

3.4.4 Avaliação da produção de óxido nítrico .............................. 40 

 3.5 Análise estatística..................................................................40 

4. RESULTADOS .............................................................................. 41 

4.1 Triagem dos fármacos sintéticos ........................................... 41 

4.2 Determinação da concentração efetiva 50% (CE50) dos 

fármacos ativos sobre promastigotas de L. (L.) chagasi ............. 41 

4.3 Estudo do fármaco buparvaquona ........................................ 43 

4.3.1 Determinação da CE50 em promastigotas e amastigotas de 

L. (L.) chagasi ............................................................................. 43 

4.3.2 Determinação da citotoxicidade ......................................... 48 

4.3.3 Avaliação da produção de óxido nítrico .............................. 49 

5. DISCUSSÃO ................................................................................. 51 

6. CONCLUSÕES ............................................................................. 60 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .............................................. 62 
ANEXO 1: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa....................75 
ANEXO 2: Artigo científico...............................................................76



 3  

1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

1. 1 Leishmanioses 

 

As leishmanioses são doenças que determinam grave 

problema de saúde pública. Há estimativa de prevalência global de 14 

milhões de casos em 88 países, 79 destes são considerados 

subdesenvolvidos, com incidência anual de 1,5 a 2,0 milhões de 

casos, sendo 1,0 a 1,5 milhões de pessoas acometidas por 

leishmaniose tegumentar e 500.000 por leishmaniose visceral (LV) 

(Alvar et al., 2004). 

 

1.1.1 Breve histórico 

 

A LV foi descrita no século XVIII na Grécia e Índia. Em 1903, 

Laveran e Mesnil descreveram o parasito, quase que ao mesmo 

tempo, em material fornecido por Leishman e Donovan. Em 1908, na 

Tunísia, Nicolle aponta o cão como reservatório e na Índia em 1915 

Mackie aponta o flebótomo como vetor (Alencar, 1982). No Brasil, o 

primeiro registro de calazar data de 1913, um caso proveniente, 

provavelmente, do Mato Grosso e diagnosticado por Migone no 

Paraguai (Ministério da Saúde, 1999). Em 1913, Gaspar Viana 

descobre o uso do tártaro emético para tratamento da leishmaniose 

tegumentar. Em 1923, o médico pernambucano Armando Tavares, 
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em relato verbal à Sociedade de Medicina de Pernambuco, 

comunicou o primeiro caso de LV em Pernambuco (Pereira, 1985). 

Evandro Chagas, em 1936 aponta o Lutzomya longipalpis como vetor 

(Alencar, 1982) e documenta o primeiro caso em pessoa viva à época 

do diagnóstico (Machado, 1987). Castro e Ferreira reconhecem o cão 

como reservatório em 1937. A partir da década de 50, com os 

trabalhos de Deane no Ceará, a doença passa a ser reconhecida em 

todo território nacional (Machado, 1987). 

 

1.1.2 Agente Etiológico 

 

O agente etiológico da LV é um protozoário da família 

Tripanosomatidae, gênero Leishmania, que apresenta duas formas: 

uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do 

inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota, que é intracelular 

obrigatória, sendo encontrada nas células do sistema fagocítico 

mononuclear do hospedeiro vertebrado. Na LV Americana (LVA), três 

espécies estão envolvidas com a infecção dependendo da região 

geográfica onde a doença ocorra: Leishmania (Leishmania) donovani, 

foi o parasito originalmente descrito, responsável pela forma visceral 

clássica e pela leishmaniose dérmica pós-calazar na Ásia; Leishmania 

(Leishmania) infantum Nicolle, 1908, é uma espécie amplamente 
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distribuída no Velho Mundo: Ásia, Europa e África; Leishmania 

(Leishmania) chagasi, ocorre nas Américas, sendo responsável pela 

LVA em seres humanos e cães (Cupolillo 2006; Lainson e Shaw 1987; 

Muricio 2001; Sucen, 2009). 

 

1.1.3 Vetores 

 

Há diferentes vetores, dependendo da espécie de Leishmania e 

região geográfica. São insetos da família Psychodidae, sub-família 

Phlebotominae, e cerca de 30 espécies são envolvidas na 

transmissão da LV no mundo. Nas Américas, a principal espécie de 

flebotomíneo envolvida com a transmissão da LV é a L. longipalpis 

(Figura 1), em praticamente todas as áreas de sua ocorrência, 

embora, na Colômbia e na Venezuela, ao lado desta espécie, tenha 

sido descrita a participação da Lutzomyia evansi e, no Brasil, nas 

cidades de Corumbá e Ladário, no estado de Mato Grosso do Sul, 

parece que a transmissão está a cargo de Lutzomyia cruzi (Sucen, 

2009). Os insetos desta família são pequenos e têm como 

características a coloração amarelada ou de cor palha e, em posição 

de repouso, suas asas permanecem erectas e semi-abertas. Por 

essas características, são também conhecidos como mosquito-palha 
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e asa-dura, podendo ser chamados em algumas regiões do ESP de 

birigui, cangalhinha, entre outros (Sucen, 2009). 

 

 

Figura 1: Fêmea de Flebotomíneo adulto, engurgitada. Fonte: 

Ministério da Saúde, 2006. 

 

1.1.4 Reservatórios 

 

Os reservatórios do parasito são animais mamíferos, 

principalmente canídeos, sendo os mais importantes a raposa (no 

ciclo silvestre e rural) e o cão (no ciclo rural e, particularmente, nas 

áreas urbanas). Nos ambientes rural e urbano o cão doméstico – 

Canis familiaris – vem sendo descrito como o principal reservatório da 

L. (L.) chagasi, tanto no Brasil como nas Américas. Entre os canídeos 

silvestres, reservatórios da L. (L.) chagasi, destacam-se nos ciclos 

silvestres e rurais, a raposa – Dusicyon vetulus (=Lycalopex vetulus), 
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no Nordeste do Brasil, e a espécie Cerdocyon thous, na Amazônia 

brasileira, no estado do Pará. Os gambás também têm sido 

apontados como reservatórios do parasita no estado da Bahia, onde 

se isolou o parasita de Didelphis albiventris e, na Colômbia, Didelphis 

marsupialis parece ter importância significativa na epidemiologia da 

doença (Sucen, 2009). 

1.1.5 Ciclo biológico 

 

Os parasitos do gênero Leishmania são protozoários 

heteroxênicos pertencentes à ordem Kinetoplastida, à família 

Trypanossomatidae. O ciclo biológico destes parasitos (Figura 2) se 

realiza em um hospedeiro invertebrado, que por possuir capacidade 

vetorial, é o responsável pela transmissão aos hospedeiros 

vertebrados, nos quais a forma parasitária é intracelular obrigatória 

(Sacks e Kamhawi, 2001). 
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Figura 2: Ciclo de vida da Leishmania spp. Fonte: Chappuis et 

al., 2007. 

 

O ciclo da Leishmania se inicia quando uma fêmea do inseto 

vetor realiza o repasto sanguíneo em um mamífero parasitado e 

ingere junto com o sangue células do sistema mononuclear fagocitário 

contendo formas amastigotas, que permanecem com o sangue 
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 Inseto 

Promastigotas metacíclicos 

http://globalhealth.change.org/blog?author_id=61
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ingerido, no intestino do inseto vetor, contido pela membrana 

peritrófica. Após um período de 12h a 18h, se transformam em formas 

pequenas, ovóides, e de pouco movimento, chamadas promastigotas 

procíclicas. Estas formas possuem moléculas de lipofosfoglicanos 

(LPG) em sua superfície, que interagem com lectinas presentes no 

intestino do inseto, impedindo que sejam eliminadas junto com o 

alimento digerido (Cardoso e Cabral, 1999; Oliver et al., 2005; Sacks 

e Kamhawi, 2001). 

Os promastigotas procíclicas se multiplicam intensamente, e 

cerca de 30h a 60h, ocorre a transformação em formas alongadas, 

finas, com relativa motilidade, denominadas nectomonas. Estas 

formas aderem-se, via flagelo, às microvilosidades do epitélio celular 

do intestino médio do flebotomíneo. Cerca de sete dias após, quando 

se completa a digestão do sangue ingerido, estas formas migram para 

a região torácica do intestino, onde algumas se transformam em 

promastigotas, chamadas haptomonas, que rapidamente se 

transformam em formas finas, curtas, altamente ativas, e com flagelo 

medindo no mínimo o dobro do comprimento do corpo, as 

promastigotas metacíclicas. Estas são infectantes para o hospedeiro 

vertebrado e migram para o esôfago, faringe e probóscida (Cardoso e 

Cabral, 1999; Killick-Kendrick, 2002; Sacks e Kamhawi, 2001). 

Ao realizar novo repasto sanguíneo em um hospedeiro 

vertebrado susceptível, as formas infectantes de Leishmania são 
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inoculadas diretamente da probóscida e por regurgitação, junto com a 

saliva do inseto (Cardoso e Cabral, 1999). 

Alguns pesquisadores relatam que a saliva dos flebotomíneos 

exerce importante papel na transmissão de Leishmania, 

potencializando a infecção, quer seja pela sua capacidade 

anticoagulante, quer por conter peptídeos de grande poder 

vasodilatador (Castro-Souza et al., 2001; Killick-Kendrick, 2002). 

Após a internalização, as formas promastigotas metacíclicas, 

vulneráveis a acidez e a ação das enzimas líticas do fagolisossomo, 

se diferenciam em formas amastigotas (Ccardoso e Cabral, 1999; 

Oliver et al., 2005). Estas se multiplicam por divisão binária até a 

morte e o rompimento do macrófago infectado (Killick-Kendrick, 2002). 

As formas amastigotas liberadas, por processo semelhante ao 

descrito, são capazes de infectar outras células do sistema 

mononuclear fagocitário (Cardoso e Cabral, 1999). O flebotomíneo ao 

realizar o repasto sanguíneo neste indivíduo, ingere junto ao sangue 

macrófagos infectado, perpetuando o ciclo biológico do parasito. 

 

1.1.6 Epidemiologia 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que a 

incidência anual da LV seja em torno de 500 mil novos casos (Alvar et 

al., 2006; WHO, 2005) e de 59 mil óbitos a cada ano, número só 

superado pelas mortes causadas por malária, no caso das doenças 



 11  

parasitárias (Alvar et al., 2006; Desjeux, 2004). Desjeux (2004) afirma 

que o número de óbitos anual devido à LV provavelmente seja 

subestimado, tendo em vista que a doença só é notificada 

compulsoriamente em 32 dos 88 países em que ocorre, e que em 

muitos casos não é diagnosticada como tal. 

A LV é endêmica em 65 países, com registro anual de mais de 

90% dos 500 mil casos novos concentrados nos países Índia, Nepal, 

Sudão, Bangladesh e Brasil (Alvar et al., 2004; Desjeux, 2004). 

Alguns autores destacam que é alta a correlação entre a 

condição socioeconômica da população e a doença (Alvar et al., 

2006; Desjeux, 2004; WHO, 2005). Dantas-Torres e Brandão-Filho 

(2006) relatam que cerca de 80% das vítimas de LV sobrevivem com 

o equivalente a dois dólares americanos por dia. Alvar e 

colaboradores (2006) citam que a maioria dos fatores de risco de se 

contrair LV está associada à baixa renda per capita, o que contribui 

para aumentar os índices de morbidade e mortalidade da doença.  

O Brasil é responsável pela quase totalidade dos casos de LV 

na Américas, sendo que no período compreendido entre os anos de 

1984 a 2004, a média anual de casos de LV foi de 3.352 registros 

com uma incidência de dois casos para cada 100.000 habitantes, 

apresentando tendência ao crescimento. A letalidade média neste 

mesmo período foi de 6,3%, entretanto observou-se aumento de 

100%, passando de 3,6% em 1994 para 7,4% em 2004 (Elkhoury, 

2005). 
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No Brasil, a LV inicialmente tinha um caráter eminentemente 

rural e, mais recentemente, vem se expandindo para as áreas 

urbanas de médio e grande porte. Segundo o Ministério da Saúde, em 

19 anos de notificação (1984-2002), os casos de LVA somaram 

48.455 casos, sendo que aproximadamente 66% deles ocorreram nos 

estados da Bahia, Ceará, Maranhão e Piauí. Nos últimos dez anos, a 

média anual de casos no País foi de 3.156 casos, e a incidência de 

dois casos/100.000 hab.(Figura 3). 
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Figura 3: Número de casos e coeficiente de incidência de 

leishmaniose visceral, Brasil – 1985 a 2002. Fonte: Ministério da 

Saúde, 2006. 

 

A doença está distribuída nas diferentes faixas etárias, porém 

ocorre com maior freqüência em crianças de até 10 anos (59%), 

sendo 46% dos casos registrados em menores de cinco anos. O 

gênero masculino é proporcionalmente o mais atingido (60,4%) 

(Elkhoury, 2005). 

A LV no Brasil é apontada como doença reemergente, 

caracterizada por nítido processo de transição epidemiológica, 

apresentando incidência crescente nas áreas onde ocorria 

tradicionalmente, expansão geográfica para os estados mais ao sul do 

país e franco processo de urbanização em cidades localizadas nas 
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regiões nordeste e sudeste (Alves e Bevilacqua, 2004). As cidades de 

Santarém e Boa Vista (Região Norte); Teresina, São Luis, Natal e 

Aracaju (Região Nordeste); Montes Claros, Belo Horizonte, Sabará e 

Rio de Janeiro (Região Sudeste), Cuiabá, Campo Grande e Palmas 

(Região Centro-Oeste) vivenciam ou já vivenciaram recentemente, 

epidemias de LV humana e canina (Ministério da Saúde, 2009). A 

classificação dos municípios do Estado de São Paulo até o mês de 

fevereiro de 2008, segundo a situação epidemiológica para a LV é 

mostrada na figura 4. 

 

 

 

Figura 4: Distribuição dos municípios do Estado de São Paulo 

segundo a classificação epidemiológica para leishmaniose visceral, 

em fevereiro/2008.  
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1.1.7 Classificação da doença 

A Leishmaniose é classificada da seguinte forma: 

Leishmaniose Cutânea: ocasiona lesões do tipo pápula 

eritematosa, com um período de incubação variando de 1-2 semanas 

a até 1-2 meses. A lesão pode ser prurídica e não provocar dor. A 

forma nodular ou papular caracteriza-se histologicamente, por denso 

infiltrado inflamatório com grande número de macrófagos 

intensamente parasitados, linfócitos e plasmócitos. Esta lesão nodular 

evolui para ulceração em 90% dos casos. Com o decorrer do tempo, a 

úlcera adquire bordas elevadas devido ao intenso infiltrado 

inflamatório e proliferação epitelial. A necrose da derme, epiderme e 

parede vascular, ocorre quando o nível de anticorpos é elevado. A 

lesão pode evoluir para cura após o tratamento adequado, originando 

uma cicatriz fina e sedosa (Balaña-Fouce et al., 1998). 

Leishmaniose Cutânea pós-Kala-Azar: é causada pela L. (L.) 

donovani, após o tratamento e cura (1-3 anos) da Leishmaniose 

Visceral. Ocorre a formação de nódulos cutâneos ao redor da boca e 

nariz em maior freqüência, e ainda no tronco e extremidades (Balaña-

Fouce et al, 1998).  

Leishmaniose Difusa: é uma forma menos freqüente da 

doença, caracterizada pela deficiência da imunidade do indivíduo, 

levado pela falta de resposta aos antígenos do parasita. Inicia-se com 

uma lesão ulcerativa como descrita anteriormente, e evolui para 

lesões não ulcerativas, do tipo nodular, em várias regiões do corpo, 

principalmente regiões mais frias, podendo atingir linfonodos e 

nasofaringe. Esta doença é progressiva e crônica, e não responde 

aos tratamentos quimioterápicos convencionais. A disseminação do 

parasita ocorre através da migração por vasos linfáticos ou mesmo 

por macrófagos parasitados (Balanã-Fouce et al., 1998). 

Leishmaniose Mucocutânea: conhecida como “espúndia” ou 

“nariz de anta”, inicia-se como uma típica lesão cutânea no local onde 

ocorreu a infecção pelo parasita, alcançando áreas de mucosas 
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provavelmente devido à migração dos parasitas para novas regiões 

do corpo. Pode ocorrer a destruição do septo nasal, laringe e traquéia, 

levando ao comprometimento da respiração, fala e deglutição, 

geralmente acompanhado por infecções secundárias, as quais podem 

levar o paciente ao óbito caso não tratado.  

Leishmaniose Visceral: é a forma mais severa da doença, 

podendo levar o paciente ao óbito quando não submetido aos 

tratamentos quimioterápicos. Os sintomas geralmente iniciam-se após 

o longo tempo de incubação (1-5 meses), como febre irregular, 

hemorragias (gengivorragias), sudorese, anorexia, fraqueza e 

emagrecimento, com aumento do volume abdominal. Nos casos 

avançados da doença, pode ocorrer esplenomegalia, hepatomegalia, 

linfoadenopatia e anemia, com a possibilidade de infecções 

secundárias como pneumonia ou tuberculose (Balaña-Fouce et al., 

1998). Formas de transmissão congênita têm sido descritas no Velho 

Mundo, devido à infecção por L. infantum (Meinecke et al.,1999; 

Bogdan et al., 2001). Também tem sido observada a Leishmaniose 

Visceral com bastante freqüência em pacientes imunocomprometidos, 

incluindo pacientes portadores do HIV (Orsini et al., 2002; Dereure, et 

al., 2003). 
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Figura 5: Aspecto clínico das Leishmanioses. a- Um paciente 

do Peru com Leishmaiose cutânea; b- Um paciente da Bolívia com 

Leishmaniose mucosa; c- Um paciente da Uganda com Leishmaniose 

Visceral; d- Uma paciente da Índia com Leishmaniose dérmica pós 

kalazar. Fonte: Chappuis et al., 2007. 



 18  

1.1.8 Tratamento 

 

Em 1912, Gaspar Vianna descobriu a ação curativa do tártaro 

emético (antimonial trivalente); devido aos efeitos colaterais foi 

substituído por outros antimoniais trivalentes como estibofeno e 

solustibosan (Pessoa, 1960; Deane e Veronesi, 1962; Ribeiro e 

Campos, 2009). Em 1921, Brachamari, na Índia sintetizou o primeiro 

antimonial pentavalente, com nome de urea stibamine, considerada 

um fármaco mais eficaz e menos tóxico que as anteriores (Ribeiro e 

Campos, 2009).  

Os Laboratórios Rhodia (França) e Wellcome (Inglaterra) 

produziram 1940 em larga escala os antimoniais pentavalentes com 

os nomes de antimoniato de n-metilglucamina (Glucantime®) e 

estibogluconato de sódio (Pentostan®) respectivamente (Ribeiro e 

Campos, 2009).  

Em 1955 foi isolada, por Gold e colaboradores nos Estados 

Unidos a anfotericina B, antibiótico com bons efeitos terapêuticos no 

tratamento da Leishmaniose Tegumentar, conforme registraram Lacaz 

e colaboradores, seguido por Furtado, 1959, e por Sampaio em 1960 

(Deane e Veronesi, 1962). Em seguida, a anfotericina B foi aprovada 

pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso em uma 

formulação lipossomal preparação lipídica (Sucen, 2001).  

Em 2005 a OMS aprovou o uso do antitumoral Miltefosina no 

tratamento da LV em humanos na Índia, sendo um produto de 
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administração oral. Apesar disso o medicamento apresenta efeitos 

teratogênicos e toxicidade gastrointestinal moderada (Gontijo e Melo, 

2004).  

A terapia de escolha para o tratamento da LV são os 

antimoniais pentavalentes. No Brasil desde os anos 50, adotou-se o 

antimoniato de N-metil glucamina, Glucantime®, (Rhodia-Brasil), com 

425mg do antimonial ou 1,5g de Sb
5+ 

à 8,5% (85mg/ml). Outro 

composto antimonial é o estibogluconato de sódio, Pentostam® 

(Glaxo-Wellcome-UK) que contém 10% Sb
5+ 

(100mg/ml). A eficácia 

terapêutica de ambos os fármacos parece ser equivalentes (Pessoa, 

1963; Genaro, 2003; Ribeiro, 2003; Ribeiro e Campos, 2009).  

O mecanismo de ação destes fármacos ainda não foi 

completamente elucidado. Entretanto, parece que através do bloqueio 

do metabolismo do parasito, ocorre a inibição da síntese do ATP e da 

replicação do seu DNA. A inibição da atividade glicolítica e da via 

oxidativa dos ácidos graxos nas formas amastigotas determinam a 

sua morte (Marzochi et al., 2001; Medeiros et al., 2005).  

O Glucantime® é cardiotóxico, hepatotóxico e nefrotóxico. 

Como tem efeito cumulativo, recomenda-se a realização semanal de 

eletrocardiograma (ECG) e provas de função renal e hepática. Pode 

ocorrer pancreatite química, artralgia, mialgia, cefaléia, adinamia e há, 

até mesmo, relatos de morte súbita. Geralmente os paraefeitos são 

revertidos após o término do tratamento, exceto as arritmias 

decorrentes de miocardite tóxica (Medeiros et al., 2005).  
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Nos últimos anos, na tentativa de evitar o surgimento de 

cepas desse parasito com resistência primária aos antimoniais, 

principalmente em países como Sudão, Quênia e Índia, doses 

progressivamente maiores dos antimoniais têm sido recomendadas 

pela OMS e pelo Centro de Controle de Doenças – CDC dos Estados 

Unidos da América. A taxa de resistência aos antimoniais no estado 

de Bihar na Índia pode chegar a 50% (Sundar e Rai, 2002). 

No Brasil não há estudos a este respeito, nem evidências que 

justifiquem a elevação da dose, mesmo porque isso aumenta o risco 

de efeitos colaterais. Assim, recomenda-se o tratamento cauteloso da 

LV com dosagem padronizada pelo Ministério da Saúde, utilizando-se 

o limite máximo de 20 mg/Kg/dia de Sb+5, não ultrapassando 3 

ampolas/dia do produto, com índices de cura de até 95% dos casos 

com poucos efeitos adversos (Ministério da Saúde, 2004; Medeiros et 

al., 2005).  

Nos casos de recidiva após o tratamento, a OMS recomenda 

uma segunda série de aplicações Glucantime® por 40 dias antes de 

considerar o caso como refratário (Medeiros et al., 2005).  

Devem ser prescritos medicamentos alternativos sempre que 

possível, para pacientes idosos, nefropatas, cardiopatas ou 

portadores de arritmias; bem como nos casos de intolerância ou 

resistência aos antimoniais (Medeiros et al., 2005).  

A anfotericina B, utilizada no tratamento das infecções 

micóticas, tem maior eficácia do que os antimoniais pentavalentes e a 
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pentamidina. Sua ação consiste em ligar-se ao ergosterol da 

membrana do parasito rompendo-a, provocando a morte dos 

parasitos. É alternativa fundamental nos casos refratários e em 

regiões com altos índices de resistência primária aos antimoniais; nos 

casos graves que requerem rápida e eficaz ação leishmanicida. Seu 

uso é limitado pela toxicidade para os rins e o miocárdio; a fim de 

reduzir a nefrotoxicidade. Há também risco de hipopotassemia e 

hipomagnesemia graves que podem levar o paciente à morte, por isso 

os níveis séricos de potássio e magnésio devem ser monitorados e 

corrigidos. Além disso, é necessário mensurar a dosagem de uréia e 

creatinina 2 vezes por semana e, semanalmente realizar o ECG. 

Semanas após o início do tratamento é comum o aparecimento de 

anemia (Medeiros et al., 2005). 

A encapsulação de fármacos em lipossomos surge como 

alternativa de tratamento, uma vez que o princípio ativo fica protegido 

de eliminação e/ou degradação rápida in vivo. O direcionamento 

seletivo no interior da célula alvo proporciona a redução da 

concentração do fármaco quando comparada à forma livre e, o 

aumento da biodisponibilidade potencializa a ação e reduz os efeitos 

secundários indesejáveis (Val, 2004).  

Formulações lipídicas da Anfotericina B têm-se mostrado 

eficazes e praticamente sem nefrotoxicidade. Na Índia observaram-se 

índices de cura entre 90 e 95% com o Ambisone®. O uso como droga 

de escolha tem aprovação pelo FDA. Em pacientes com co-infecção 
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Leishmania/HIV essas formulações também evidenciaram utilidade; 

porém são bastante dispendiosas. Mesmo assim, desde 2006, a 

Secretaria de Estado da Saúde do Estado de São Paulo, vem 

disponibilizando esta medicação a pacientes idosos e crianças. Estão 

disponíveis em três formas de apresentação: Anfotericina B 

lipossomal (Ambisone®), Anfotericina B de dispersão coloidal e 

Anfotericina B de complexo lipídico (Amphocil®) (Sucen, 2001; 

Ribeiro e Michalick, 2001; Gontijo e Mello, 2004).  

A falta de informação comparativa em relação à Anfotericina 

B convencional no tratamento da Leishmaniose é outro fator que 

exclui a possibilidade de uso do medicamento em larga escala em 

programas de saúde pública (Ministério da Saúde, 2004).  

O isotiocianato de pentamidina é uma opção que pode ser 

seguida pela anfotericina B nos casos resistentes ao Glucantime®. O 

uso no tratamento é limitado pela toxicidade; os efeitos colaterais são 

graves e incluem hipoglicemia prolongada, arritmia, insuficiência 

renal, pancreatite e diabetes mellitus. (Genaro, 2003).  

O alopurinol inibe o metabolismo das purinas, exercendo 

efeito inibitório no crescimento de Leishmania in vitro. O emprego do 

alopurinol é controverso; usa-se associado ao antimonial na dose de 

21mg/kg/dia, por via oral; os efeitos colaterais são irrelevantes 

(Medeiros et al., 2005).  

A pentamidina e o alopurinol são usados apenas nos casos 

refratários à terapia convencional (Medeiros et al., 2005).  
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A aminosidina é um antibiótico aminoglicosídeo com ação em 

protozoários. Seu mecanismo de ação é complexo, inibe a síntese 

protéica e altera a permeabilidade da membrana plasmática dos 

parasitos. As vias de introdução do fármaco podem ser a subcutânea 

e a intramuscular. Os efeitos colaterais conhecidos são principalmente 

a nefrotoxicidade e surdez por lesão do VIII nervo craniano; vem 

sendo empregada com bons resultados na LV em protocolos 

associados ao Glucantime® e alopurinol. O uso deste medicamento 

em nosso meio não tem sido freqüente, uma vez que o produto 

somente é comercializado na Itália (Ribeiro e Michalick, 2001).  

A Miltefosina é um fármaco indicado nos casos de LV de 

moderada intensidade. Durante os testes clínicos realizados na Índia, 

foi usada por via oral a 2,5mg/kg/dia, por 28 dias e observou-se que 

95% dos pacientes tratados foram curados. Nos casos mais graves, 

em crianças e portadores de HIV, sua eficácia não foi estabelecida. É 

potencialmente teratogênico, o que limita a sua utilização por grávidas 

e nutrizes (Medeiros et al., 2005).  

A paromomicina é um medicamento candidato ao tratamento 

da LV. Os estudos clínicos estão na fase III no leste da África, com 

intenção de registrar o medicamento na Etiópia, Sudão e Quênia. O 

Institute One World Health conduziu os estudos da fase III com a 

paromomicina com fins de registro na Índia (Lotrowska e Zackiewscz, 

2005).  
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A LV apresenta comportamento diferente na co-infecção com 

HIV, que se reflete principalmente na resposta irregular ao tratamento 

e alteração do padrão diagnóstico (Gontijo e Melo, 2004). Os 

fármacos para o tratamento da co-infecção LV/HIV são os mesmos 

utilizados em pacientes imunocompetentes. O Glucantime® é o 

fármaco de escolha, como alternativas disponíveis na rede pública 

estão a anfotericina B e a pentamidina (Ministério da Saúde, 2004). O 

esquema terapêutico é o mesmo, podendo se prolongar por até 40 

dias (Medeiros et al., 2005).  

A eficácia da profilaxia secundária, em pacientes com co-

infecção LV/HIV não foi estabelecida definitivamente. Há 

probabilidade de recidiva, mesmo nos pacientes tratados com terapia 

antiretroviral de alta potência; a toxicidade das drogas e a possível 

indução à resistência dificultando a abordagem das recidivas 

desestimulam o uso rotineiro (Ministério da Saúde, 2004). 

Com base no exposto, verifica-se uma iminente necessidade 

por novos fármacos na leishmaniose. O uso da “piggy back therapy” 

pode ser uma das possíveis ferramentas para a introdução de novos 

agentes anti-Leishmania no mercado, dimunuindo os custos e tempo 

das pesquisas. 
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2. OBJETIVOS 

Gerais. 

Estudar a atividade anti-Leishmania in vitro de fármacos 

sintéticos, utilizados no tratamento de diferentes patologias. 

Determinar a seletividade in vitro do fármaco mais ativo. 

Específicos. 

1- Triagem in vitro para atividade anti-Leishmania de 21 

fármacos sintéticos usados clinicamente para outras patologias, por 

meio da incubação com promastigotas de Leishmania (L.) chagasi. 

2- Determinar a Concentração Efetiva 50% (CE50) in vitro dos 

fármacos ativos, por meio da incubação com promastigotas de 

Leishmania (L.) chagasi.  

3- Determinar a CE50 em macrófagos infectados com 

amastigotas de Leishmania (L.) chagasi do fármaco mais ativo. 

4- Avaliação in vitro da citotoxicidade do fármaco mais ativo em 

células de mamíferos LLCMK-2, THP-1 e macrófagos peritoneais de 

camundongos. Determinação do respectivo Índice de Seletividade 

(CE50 em célula de mamífero/CE50 contra o parasito). 

5- Avaliação da atividade hemolítica do fármaco mais ativo em 

eritrócitos de camundongos BALB/c. 

6- Avaliação da ativação de macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c do fármaco mais ativo, por meio da produção 

de óxido nítrico. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Materiais 

 

DMSO, glicerol, dodecil sulfato de sódio e metanol foram 

obtidos da Merck. MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil 

tetrazolio), meio 199 e meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial 

Institute) foram adquiridos da Sigma. Outros materiais quando não 

mencionados foram adquiridos do Sigma. 

Os fármacos listados na Tabela 1, contendo sua indicação 

terapêutica, foram obtidos do Sigma Aldrich e foram utilizados para a 

triagem antiparasitária. Em nosso estudo, a escolha dos fármacos foi 

empírica, com exceção da buparvaquona e dos antifúngicos azólicos, 

pois já haviam sido descritas atividade contra Leishmania spp.  
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Tabela 1: Fórmulas estruturais e uso terapêutico dos fármacos 

em estudo. Fonte: PubChem Compound, 2009. 

 

Fármaco  

(nome comercial) 

Uso terapêutico Fórmula estrutural 

Azitromicina Antibiótico 

 

Betametasona Antiinflamatório 

 

Bifonazol Antifúngico 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antiinflamat%C3%B3rio
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Buparvaquona Antiprotozoário 

 

Ciprofloxacina Antibiótico 

 

Clindamicina Antibiótico 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
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Clioquinol Antifúngico 

 

Clotrimazol Antifúngico 

 

Dexametasona Antiinflamatório 
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Doxiciclina Antibiótico 

 

Furazolidona Antibiótico 

 

Gatifloxacina Antibiótico 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
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Neomicina Antibiótico 

 

Nifedipina Hipertensão 

 

Nitrofurantoina Antibiótico 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
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Norfloxacina Antibiótico 

 

Penciclovir Antiviral 

 

Prednisolona Antiinflamatório 

 

Secnidazol Antifúngico 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
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Sulfametoxipiridazina       Antibiótico 

 

Tetraciclina Antibiótico 

 

 

 

3.2 Culturas celulares e animais de experimentação 

 

3.2.1 Leishmania (Leishmania) chagasi 

 

Promastigotas de Leishmania (L.) chagasi 

(MHOM/BR/1972/LD) foram cultivadas em meio M199 suplementado 

com 10% de soro fetal bovino e 0,25% de hemina, sem a adição de 

antibióticos em estufa à 24°C. Hamsters dourados (Mesocricetos 

auratus) foram infectados com amastigotas obtidas de baço para 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
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manutenção da cepa. Amastigotas de L. (L.) chagasi foram 

purificadas de baço de hamsteres dourados (Mesocricetus auratus) 

por meio de centrifugação diferencial e o número de parasitas foi 

determinado pelo método de Stauber (1958) 60 a 70 dias após a 

infecção. Desta forma, o baço foi retirado, pesado, seccionado para 

realizar a impressão em lâmina de vidro (“imprint”), fixado com 

metanol por 5 minutos e corado com Giemsa por 10 minutos. Em 

seguida, o baço foi macerado em meio de cultura RPMI-1640 estéril, 

centrifugado a 800 rpm por 10 minutos e coletado seu sobrenadante. 

Posteriormente, o sobrenadante foi centrifugado a 2.800 rpm por 10 

minutos, sendo coletado os amastigotas no precipitado. O número de 

parasitas foi determinado pela fórmula de Stauber: 

Parasitas/órgão = número de amastigotas  
                    ________________________ x 2x105 x massa órgão (g) 
                          número de células nucleadas 
 

3.2.2 Células de mamíferos 

 

Os macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c fêmeas pela lavagem com meio Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) 1640, suplementado com 10% de soro fetal 

bovino e foram mantidos à temperatura de 37°C em estufa de CO2. 

5% (Sartorelli et al., 2007). LLC-MK2 (Rhesus Monkey Kidney Cells - 

ATCC CCL 7) foram cultivados em meio RPMI-1640, suplementado 

com 10% de soro fetal bovino e mantidos à temperatura de 37°C em 

estufa a 5% de CO2. Os monócitos THP-1 (ATCC) foram cultivados 
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em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 

mantidos à temperatura de 37°C em estufa a 5% de CO2. 

  

3.2.3 Animais de experimentação 

 

Camundongos BALB/c fêmeas e Hamsters dourados  

(Mesocricetos auratus) machos recém desmamados foram obtidos do 

biotério do Instituto Adolfo Lutz de São Paulo e mantidos em caixas 

esterilizadas com material absorvente, recebendo água e alimento ad 

libitum. Hamsters dourados (Mesocricetos auratus) foram infectados a 

cada mês com amastigotas provenientes de baço para a manutenção 

da cepa. Todos os procedimentos realizados com animais foram 

aprovados pela Comissão de Ética em Pesquisa do Instituto Adolfo 

Lutz (CCD-BM 16/04). 

 

3.3 Avaliações da atividade anti-Leishmania  

 

3.3.1 Determinação da atividade anti-Leishmania e da concentração 

efetiva 50% (CE50) 

 

Os diferentes fármacos foram dissolvidos em DMSO e 

posteriormente diluídos em meio M-199. As CE50s foram 

determinadas após incubação dos promastigotas de L. (L.) chagasi 

(1x106/poço) por 24 horas (em estufa à 24°C) em placas de 96 poços 
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contendo meio M-199 (sem vermelho de fenol) e os diferentes 

compostos em diluição seriada. A viabilidade dos promastigotas foi 

verificada pela atividade oxidativa mitocondrial através após a 

incubação com MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-feniltetrazolium 

bromídeo) por quatro horas (Tada et al., 1986), seguida pela 

incubação com dodecil sulfato de sódio (SDS) por 24 horas. Ao final 

do ensaio, o sobrenadante foi lido a 550 nm em leitor de placas 

(Multiskan reader 30). Como controle, utilizou-se o fármaco 

pentamidina na concentração inicial de 10 g/mL, poços com 

ausência de promastigotas (branco) e poços contendo promastigotas 

incubados apenas com meio M-199 (100% de sobrevida). Foi feito 

também o controle do solvente utilizado para dissolver os compostos 

(DMSO), sendo que o mesmo foi adicionado à placa na proporção 

máxima de 0,5% do volume final do poço. A figura 6 mostra o aspecto 

de uma placa de 96 poços contendo L. (L.) chagasi após o ensaio de 

viabilidade celular com MTT. 
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Figura 6: Placa de 96 poços contendo 1x106 promastigotas L. 

(L.) chagasi, após incubação com os compostos por 24 horas, 

incubação com MTT por 4 horas e posterior incubação com SDS por 

24 horas. 

 

3.3.2 Determinação da CE50 em macrófagos peritoneais infectados 

com amastigotas de L. (L.) chagasi 

 

Os macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c conforme descrito no item 3.2.2, cultivados em 

meio RPMI-1640 em placas de 24 poços contendo lamínulas de vidro 

(13 mm), e permanecendo em estufa com 5% de CO2 a 37°C por 24 

horas. Amastigotas de L. (L.) chagasi extraídos de baço e separados 

por centrifugação foram adicionados aos macrófagos na proporção de 
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10:1 (amastigotas/macrófago) e as culturas foram incubadas com 

diferentes compostos em estufa com 5% de CO2 a 37°C por um 

período de 120 horas. Ao final do ensaio, as lamínulas foram coradas 

por Giemsa e observadas em microscópio óptico (Stauber, 1958). A 

CE50 foi determinada pela da contagem de 500 macrófagos/lamínula, 

avaliando-se o número de macrófagos infectados, utilizando-se como 

controles macrófagos não tratados (100% infectado) e macrófagos 

tratados com o fármaco Glucantime®. Foi feito também o controle do 

solvente utilizado para dissolver os compostos (DMSO), sendo que o 

mesmo foi adicionado a placa na proporção máxima de 0,5% do 

volume final do poço. 

 

3.4 Avaliações da citotoxicidade 

 

3.4.1 Determinação da concentração efetiva 50% (CE50) 

 

Foram utilizadas células LLCMK-2 e THP-1 em placas de 96 

poços com a adição de 4x104 células/poço e incubação por 48 horas. 

Os compostos foram dissolvidos em DMSO e diluídos serialmente em 

meio RPMI-1640. As placas foram incubadas por um período de 48 

horas a 37°C em estufa a 5% de CO2 e foi determinada a viabilidade 

celular por meio de ensaio colorimétrico com MTT como descrito 

anteriormente (Tada et al., 1986; Tempone et al., 2005). Como 

controle do ensaio, foi utilizado o fármaco pentamidina, poços com 
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ausência de células (0% de sobrevida) e poços contendo células 

incubadas apenas com meio RPMI-1640 (100% de sobrevida). 

 

3.4.2 Determinação do índice de seletividade 

 

Com o objetivo de determinar a seletividade dos compostos com 

atividade anti-Leishmania em macrófagos, determinou-se o índice de 

seletividade (I.S.) dos mesmos, pela seguinte expressão 

 

IS = _CE50 em macrófagos (citotoxicidade)_ 

                   CE50 contra L. (L.) chagasi 

 

 

3.4.3 Avaliação da atividade hemolítica 

 

A atividade hemolítica do fármaco buparvaquona foi avaliada em 

eritrócitos de camundongos BALB/c (Conceição et al., 2006). 

Suspensões de 3% dos eritrócitos foram incubadas por 2 horas com o 

composto, diluídos serialmente em PBS em placas de 96 poços com 

fundo em forma de U. As placas foram incubadas a 25 °C e 

posteriormente o sobrenadante foi lido a 550 nm em leitor de placas 

(Multiskan reader 30). Utilizou-se como controle negativo (0% de 

hemólise) eritrócitos incubados apenas com PBS e como controle 

positivo (100% de hemólise) eritrócitos incubados com H2O. 
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3.4.4 Avaliação da produção de óxido nítrico  

 

A produção de óxido nítrico por macrófagos após incubação com 

o fármaco buparvaquona foi medida por meio da reação de Griess 

(Panaro et al., 1999). Os macrófagos peritoneais foram incubados por 

24 horas a 37 °C com o composto à concentração de 5 μg/mL. 

Lipopolissacarídeo (50 μg/mL) foi utilizado para induzir a produção de 

NO. A absorbância foi determinada a 540nm em leitor de placas 

(Multiskan reader 30). 

 

3.5 Análises estatísticas 

 

A CE50 das substâncias analisadas foi determinada pelas curvas 

sigmoidais dose-resposta, utilizando-se o software Graph Pad Prism 

5.0, analisando-se os respectivos intervalos de confiança 95% e 

coeficientes lineares. As diferenças entre as amostras foram 

comparadas com os fármacos padrões (pentamidina e Glucantime) e 

estatisticamente avaliadas pelos valores de P com base em três 

ensaios distintos. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Triagens dos fármacos sintéticos  

 

A partir da triagem dos 21 fármacos, foi observada atividade 

contra os promastigotas de L. (L.) chagasi à concentração de 100 

µg/mL em cinco fármacos testados. Considerando-se uma atividade 

antiparasitária com 100% de morte, destacam-se a buparvaquona, a 

furazolidona, o clotrimazol, o bifonazol e a nifedipina (Figura 7). 
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       Figura 7: Porcentagem de sobrevida de promastigotas de L. (L.) 

chagasi submetidos aos fármacos sintéticos na concentração de 100 

µg/mL, pelo método do MTT. 

 

4.2 Determinações da concentração efetiva 50% (CE50) dos fármacos 

ativos sobre promastigotas de L. (L.) chagasi 

 

Partindo-se da diluição seriada dos fármacos ativos, foi possível 

determinar as relativas CE50, após sua incubação e posterior ensaio 
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de viabilidade celular. O fármaco buparvaquona apresentou o menor 

valor de CE50 e será tratado separadamente no item 4.3. Após a 

buparvaquona, o fármaco furazolidona foi o mais ativo contra a forma 

promastigota de L. (L.) chagasi, com um valor de CE50 de 0,71 µg/mL, 

seguido do clotrimazol (CE50 de 3,1 g/mL), bifonasol (CE50 de 12,1 

g/mL) e nifedipina (CE50 de 13,5 g/mL) (Tabela 2 e Figura 8). 
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Figura 8: Curva dose-resposta dos fármacos ativos sobre 

formas promastigotas de L. (L.) chagasi (exceto buparvaquona). 

Pentamidina foi utilizada como fármaco padrão. 
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Tabela 2: Atividade anti-Leishmania dos fármacos ativos sobre 

L. (L.) chagasi (exceto buparvaquona). Pentamidina foi utilizado como 

fármaco padrão. 

 

Fármaco CE50 (μg/mL) (IC 95%)  

promastigotas L. (L.) chagasi  

clotrimazol 3,1 

(2,21 – 4,52) 

bifonazol 12,1 

(9,26 – 15,91) 

nifedipina 13,5 

(8,71 – 20,88) 

furazolidona 0,71 

(0,56 – 0,90) 

pentamidina 0,09 

(0,08 – 0,11) 

 

 

4.3 Estudos do fármaco buparvaquona 

 

4.3.1 Determinação da CE50 em promastigotas e amastigotas de L. 

(L.) chagasi 
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Dentre os fármacos triados, o antiprotozoário buparvaquona 

demonstrou melhor atividade in vitro, com uma CE50 em 

promastigotas de L. (L.) chagasi de 0,13 µg/mL (IC 95% 0,10 a 0,16 

µg/mL). A figura 9 mostra a curva dose-resposta do fármaco 

buparvaquona e da pentamidina em promastigotas de L. (L.) chagasi. 
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Figura 9: Curva dose-resposta do fármaco buparvaquona sobre 

formas promastigotas de L. (L.) chagasi. Pentamidina foi utilizada 

como fármaco padrão. 

 

Por apresentar baixa citotoxicidade em relação à atividade contra 

promastigotas de L. (L.) chagasi, o fármaco buparvaquona foi testado 

contra amastigotas intracelulares do parasita (Figura 10).  
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Figura 10: Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 

infectados com L. (L.) chagasi e tratados por 120 horas com o 

fármaco buparvaquona (A) a 3 µg/mL e controle sem tratamento (B). 

As lâminas foram coradas com Giemsa e observadas em microscopia 

óptica. 

 

A 

B 
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A buparvaquona apresentou uma CE50 em macrófagos infectados 

com amastigotas de L. (L.) chagasi de 0,46 µg/mL (IC 95% 0,36 a 

0,60 µg/mL) (Figura 11).  
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Figura 11: Curva dose-resposta do fármaco buparvaquona 

sobre formas amastigotas de L. (L.) chagasi. Glucantime foi utilizado 

como fármaco padrão. 

 

A tabela 3 mostra os valores de CE50 do fármaco 

buparvaquona e padrões contra promastigotas e amastigotas de L. 

(L.) chagasi. 
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Tabela 3: Valores de CE50 do fármaco buparvaquona e padrões 

contra promastigotas e amastigotas de L. (L.) chagasi. Nd = não 

determinado. 

 

 

Fármaco 

CE50 (μg/mL)  

(IC 95%) 

Promastigotas  

L. (L.) chagasi  

Amastigotas  

L. (L.) chagasi 

Buparvaquona 0,13 

(0,12 – 0,14) 

0,46 

(0,36 – 0,60) 

Pentamidina 0,09 

(0,08 – 0,11) 

nd 

Glucantime nd 31,15 

(30,34 – 31,98) 
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4.3.2 Determinação da citotoxicidade da buparvaquona e atividade 

hemolítica. 

O fármaco buparvaquona foi incubado por 48 horas com 

células LLC-MK2, utilizando-se a concentração máxima de 75 μg/mL. 

Não foi observada diferença significativa (p<0.05) entre a viabilidade 

do grupo controle (não tratado) e do grupo tratado com a 

buparvaquona (Fig. 12). Os fármacos pentamidina e anfotericina B 

foram utilizados como controle em células THP-1 e apresentaram uma 

CE50 de 5,51 μg/mL (IC 95%= 3,79 - 8,00 μg/mL) e 3,88 μg/mL 

(IC95%= 2,83 - 5,32 μg/mL), respectivamente. 
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Fig. 12. Avaliação da citotoxicidade da buparvaquona em 

células de mamífero. A viabilidade foi determinada pelo ensaio 

colorimétrico do MTT a 550 nm.  
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A incubação do fármaco buparvaquona com hemácias de 

camundongo não resultou em atividade hemolítica até a concentração 

de 75 µg/mL (Fig. 13). 
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 Fig. 13. Avaliação da atividade hemolítica da buparvaquona em 

eritrócitos de camundongo. A leitura da densidade óptica foi realizada 

a 550 nm, utilizando-se água como controle positivo do ensaio (100% 

hemólise).  

 

4.3.3 Avaliação da produção de óxido nítrico 

 

A incubação do fármaco buparvaquona com macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c à concentração de 3 µg/mL não 

induziu a produção de óxido nítrico (Figura 14). Por meio da reação 

de Griess, foi possível observar também que este fármaco não inibiu a 

produção de óxido nítrico pelo macrófago, quando incubado 

juntamente com LPS. 
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Figura 14: Efeito do fármaco buparvaquona sobre a produção 

de óxido nítrico por macrófagos. Os macrófagos foram cultivados na 

presença e ausência de lipopolissacarídeo (LPG) e na presença do 

fármaco. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O uso da “piggy-back chemotherapy” ou “therapeutic switching” tem 

sido uma das abordagens mais importantes na introdução clínica de 

novos fármacos anti-Leishmania (Croft et al, 2006). Consiste na 

triagem farmacológica de medicamentos já disponíveis clinicamente 

para outras patologias, possibilitando assim, uma considerável 

redução do tempo e dos custos relacionados ao desenvolvimento de 

um novo fármaco. Os fármacos anfotericina, fluconazol e cetoconazol 

(antifúngicos), pentamidina (hipoglicemiante) e miltefosina 

(antitumoral) são exemplos de “piggy-back chemotherapy” na 

Leishmaniose (Croft et al, 2006). Em nosso estudo, a escolha dos 

fármacos foi empírica, com exceção da buparvaquona e dos 

antifúngicos azólicos, pois já haviam sido descritas atividade contra 

Leishmania spp.  

A partir da triagem de 21 fármacos sintéticos, utilizados para 

outras patologias, encontramos atividade anti-Leishmania em cinco 

fármacos testados, sendo eles clotrimazol, bifonazol, nifedipina, 

furazolidona e buparvaquona. No presente trabalho, os fármacos 

clotrimazol e bifonasol apresentaram expressiva atividade anti-

Leishmania. Além disso, a atividade encontrada em L. (L.) chagasi é 

inédita na literatura para ambos. Clotrimazol e bifonasol são 

antifúngicos de amplo espectro da classe dos azóis. O clotrimazol é 

indicado para o tratamento de infecções da região genital causadas 
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por fungos (mais freqüentemente Candida) e superinfecções 

causadas por bactérias (Kyle e Dahi, 2004). O bifonasol atua 

eficazmente sobre dermatófitos, leveduras, hifomicetos e outros 

fungos como Malassezia furfur (Rubin et al., 2002). Outros azóis como 

o cetoconazol e o itraconazol têm mostrado bons resultados contra 

leishmaniose cutânea (Albanese et al., 1989, Dogra et al., 1990). O 

modo de ação dos azóis nos fungos (cetoconazol e itraconazol) é 

baseado na inibição de demetilação do lanosterol a ergosterol. Estes 

efeitos causam modificações ultrastruturais em membranas celulares 

e processos de autofagia induzem a morte do Leishmania (Vannier 

Santos et al., 1995). Sendo assim, a atividade anti-Leishmania 

encontrada em nossos ensaios para o clotrimazol e bifonazol pode 

também ser resultado de um mesmo mecanismo de ação, contudo 

estudos adicionais serão necessários para confirmação. 

O presente trabalho demonstra pela primeira vez a atividade 

anti-Leishmania da nifedipina. A nifedipina é um bloqueador de canal 

de cálcio, da classe das diidropiridinas, usado no tratamento da 

hipertensão. É relatada atividade anti-Leishmania in vitro de duas 

diidropiridinas, amlodipina e lacidipina. Ambas trataram eficazmente 

macrófagos infectados com L. (L.) donovani, com um valor CE50 de 

5,1 e 6,6 μM respectivamente (Palit e Ali 2008). Dois outros 

bloqueadores de canal de cálcio, isradipina e lacidipina, igualmente 

mostraram atividade antitripanosoma, matando epimastigotas 

extracelulares de T. cruzi em concentrações entre 20 e 31 μM. No 
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entanto, verapamil e diltiazem não mostraram atividade 

antitripanosoma (Núñez-Vergara et al., 1998), o que indica que os 

parasitas podem apresentar suscetibilidades diferentes para os 

bloqueadores de canal de cálcio. Coelho e colaboradores (2003) 

descreveram a ação do verapamil na reversão da resistência a 

pentamidina por Leishmania major. Resultados apresentados por 

nosso grupo demonstraram a atividade anti-L. (L.) chagasi de outro 

fármaco da classe das diidropiridinas, a nimodipina (Tempone et al., 

2009). Comparando-se os valores de Concentração Efetiva 50% da 

nimodipina com a nifedipina, observa-se que as formas promastigotas 

de L. (L.) chagasi são mais sensíveis a nifedipina. 

A furazolidona é um nitrofurano sintético, com atividade 

antibacteriana e antiprotozoária. É ativo contra uma série de 

microorganismos incluindo Staflococcuos spp., Enterococcus spp., 

Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp (Llovet et al., 1990) e 

Pneumocystis carinii (Walzer, Kim, Foy, 1991) e possui propriedades 

anti-ulcerativas (Zhao et al., 1985). A furazolidona é usada no 

tratamento de tricomoníase (Giron Blanc, 1959), cólera, giardíase 

(Webster, 1960; Lerman, Walker, 1982; Khaw, Panosian, 1995) e 

contra Helicobacter pylori (Cianci et al., 2006; Guslandi 2001). 

Existem poucos estudos de furazolidona contra espécies de 

Leishmania na literatura, e os trabalhos disponíveis datam de mais de 

20 anos atrás. Foi relatada a atividade anti-Leishmania de 

furazolidona contra L. tropica (Berman, Lee 1983), L. (L.) donovani, L. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Khaw%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Panosian%20CB%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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(L.) enrietti e L. (L.) major (Neal, Bueren, Hooper, 1988), com valores 

de CE50 entre 0,33 e 3,26 µg/mL. Sua atividade contra L. (L.) chagasi 

nunca foi descrita na literatura. Berman e Lee (1983) testaram a 

atividade anti-Leishmania in vitro da furazolidona contra L. (L.) tropica 

em macrófagos e demonstraram que este fármaco é capaz de 

eliminar 92% dos parasitas na concentração de 1 µg/mL e possui um 

valor de CE50 de 0,53 µg/mL (Berman, Lee, 1983). O valor de CE50 

obtido por Berman e Lee contra amastigotas de L. (L.) tropica (0,53 

µg/mL) é próximo ao encontrado no presente trabalho em 

promastigotas de L. (L.) chagasi (0,71 µg/mL), o que comprova que a 

furazolidona é um agente eficaz in vitro contra espécies de 

Leishmania. Quando administrado por via oral a camundongos, a 

furazolidona mostrou baixa toxicidade, com um valor de dose letal 

50% (DL50) de 1,78 g/kg (Beveridge et al., 1980). A furazolidona 

também se mostrou pouca ativa em modelos in vivo quando 

administrada oralmente a camundongos infectados com L. donovani 

(Neal et. al, 1988). Costa el al. (1985) demonstraram ausência de 

atividade clínica da furazolidona administrada oralmente a pacientes 

com as lesões cutâneas causadas por L. (V.) braziliensis e sugeriram 

que os resultados foram devidos à pobre absorção oral do fármaco. 

Nosso grupo de pesquisa no Instituto Adolfo Lutz demonstrou 

recentemente que a furazolidona apresenta atividade in vivo contra 

L.(L.) chagasi, com significativa efetividade antipasitária quando 

comparada ao Glucantime (Tempone et al., 2010).  
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Dentre os fármacos testados neste trabalho, a buparvaquona 

demonstrou o menor valor de CE50 contra L. (L.) chagasi. A 

buparvaquona é uma hidroxinaftoquinona com atividade 

antiprotozoária, relacionada à parvaquona e à atovaquona. Este 

composto é a única terapia eficiente no tratamento da teleriose bovina 

(Theileria bovis), onde é usada desde os anos 1980. Existem relatos 

de atividade anti-Leishmania in vitro da buparvaquona, porém sua 

atividade contra L. (L.) chagasi nunca havia sido descrita antes. Croft 

e colaboradores (1992) mostraram que buparvaquona é ativa contra 

promastigotas de L. (L.) donovani e também apresenta elevada 

atividade in vitro contra amastigotas em macrófagos peritoneais, com 

valor de CE50 de 0,05 µM. Em modelo animal (camundongos BALB/c 

infectados com L. donovani), o tratamento com buparvaquona a 

10mg/kg por cinco dias reduziu em 60% o número de amastigotas no 

fígado (Croft et al., 1992). Os resultados encontrados no presente 

estudo com L. (L.) chagasi são semelhantes aos encontrados por 

Croft e colaboradores (1992) com L. (L.) donovani, mostrando que o 

fármaco buparvaquona é um potente candidato a fármaco para os 

estudos em modelos animais para o agente etiológico da LV no Brasil. 

Além disso, foi observado que este fármaco apresentou um valor de 

CE50 muito semelhante à pentamidina, fármaco de segunda escolha 

no tratamento da LV e utilizada com padrão em nossos ensaios com 

promastigotas. Quanto à citotoxicidade, verificou-se que a 

buparvaquona não afeta a viabilidade das linhagens de células de 

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Parvaquone&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Atovaquone
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mamíferos testadas, apresentando assim, um Índice de Seletividade 

maior que 160. Além disso, a buparvaquona não mostrou nenhuma 

atividade hemolítica até a concentração máxima testada, confirmando 

seu potencial in vitro contra L.(L.) chagasi.  

A atividade do fármaco buparvaquona contra promastigotas de 

L. (L.) chagasi conduziu-nos ao ensaio com amastigotas 

intracelulares. Normalmente, a atividade anti-Leishmania é avaliada 

em promastigotas axênicos devido à praticidade, pois os 

promastigotas são mantidos axenicamente em meio de cultura. No 

entanto, os amastigotas intracelulares de L. (L.) chagasi são as 

formas de importância médica e devem ser também avaliadas, já que 

apresentam um padrão metabólico distinto e resistência maior que as 

formas promastigotas extracelulares (Rabinovitch M, Alfieri SC, 1987). 

Além disso, os macrófagos representam um obstáculo para as drogas 

testadas, pois elas precisam cruzar sua membrana para alcançar o 

parasita dentro do vacúolo parasitóforo. No ensaio com amastigotas 

intracelulares, a buparvaquona demonstrou significante atividade 

leishmanicida, matando 100% dos amastigotas sem comprometer a 

viabilidade e morfologia da célula hospedeira. Até o momento na 

literatura, não foram encontradas informações sobre atividade contra 

L. (L.) chagasi deste fármaco.  

A produção de óxido nítrico pelo macrófago após a incubação 

com o fármaco buparvaquona foi mensurada, com o objetivo de 

avaliar se a morte dos amastigotas intracelulares está relacionada à 
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ativação do macrófago. O óxido nítrico é um metabólito 

freqüentemente produzido pelos macrófagos como um mecanismo 

defensivo contra microorganismos (Balestieri et al., 2002). Não foi 

observado aumento na produção de óxido nítrico pelos macrófagos na 

presença da buparvaquona, o que sugere que seu mecanismo de 

ação contra os amastigotas intracelulares não está relacionado à via 

ativação do macrófago. Sugere-se que o efeito anti-Leishmania do 

antimônio pentavalente deve-se à ativação da célula do hospedeiro, 

indicando a necessidade da ação das células-T funcionais para a 

atividade deste fármaco (Mookerjee-Basu et al., 2006). Assim, 

pacientes imunocomprometidos como os portadores de SIDA co-

infectados com Leishmania spp podem apresntar maiores falhas 

terapêuticas quando tratados com antimônio (Mookerjee-Basu et al., 

2006). Nossos dados sugerem que a buparvaquona é capaz de 

eliminar os amastigotas intracelulares por meio de outro mecanismo 

de ação, provavelmente envolvendo uma atividade anti-Leishmania 

específica que não depende da produção de óxido nítrico pelo 

macrófago. Os resultados indicam que o fármaco buparvaquona é um 

potente composto anti-Leishmania que poderia ser utilizado para 

estudos de relação estrutura-atividade como protótipo e candidato a 

fármaco para o tratamento da LV.  

Considerando a necessidade de terapias menos tóxicas para a 

LV, a buparvaquona representa uma promissora ferramenta para os 

estudos in vivo, devido à potente atividade in vitro contra L. (L.) 
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chagasi e seletividade in vitro. Vexenat e colaboradores (1998) 

relatam um estudo em que sete cães portadores de LV canina foram 

submetidos a injeções, por via intramuscular, de buparvaquona 

(5mg/kg por 12 dias). Os cães apresentaram nenhuma ou apenas 

melhora parcial dos sinais da doença. Um dos objetivos do DNDi 

(Drugs for Neglected Diseases Initiative) para os próximos anos é o 

estudo de novas formulações orais, usando sistemas de liberação de 

buparvaquona para o tratamento da LV (Dndi, 2009). Mantyla e 

colaboradores (2004) realizaram a síntese de derivados de 

buparvaquona, que foram testados in vitro contra L. (L.) donovani. 

Como parte do estudo para o desenvolvimento de formulações de 

buparvaquona para o tratamento de leishmaniose cutânea, a entrega 

tópica de buparvaquona e um pró-fármaco de uma série de 

formulações foi avaliada por Garnier e colaboradores (2004). Os 

resultados confirmaram que buparvaquona e um dos pró-fármacos 

podem penetrar a pele, fazendo dessas formulações potentes 

candidatos para futuras investigações de formulações tópicas. 

Dentre os compostos que não apresentaram atividade contra L. 

(L.) chagasi na concentração testada, estão diversos fármacos como 

antibióticos, antifúngicos e antiinflamatórios. De acordo com a 

literatura consultada, estes fármacos não apresentam atividade anti-

Leishmania ou nunca foram testados para este fim. São eles: 

azitromicina, betametasona, ciprofloxacina, clindamicina, clioquinol, 

dexametasona, doxiciclina, gatifolxacina, neomicina, nitrofurantona, 
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norfloxacina, penciclovir, prednisolona, secnidazol, 

sulfametoxipiridazina e tetraciclina. Sinagra e colaboradores (2007) 

avaliaram a atividade do antibiótico azitromicina contra L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) amazonensis em hamsteres e concluiram que 

este fármaco tem a atividade apenas contra L. (V.) braziliensis neste 

modelo. Sua eficácia in vivo é controversa, pois Teixeira e 

colaboradores (2008) mostraram que a azitromicina não foi eficaz no 

tratamento de leishmaniose cutânea em testes clínicos. 

Os resultados encontrados até agora nestes estudos 

representam uma importante contribuição para futuros estudos 

experimentais. O presente trabalho pode também contribuir com 

novas moléculas para estudos de modelagem molecular ou mesmo 

para a química sintética. Através destes estudos, novos análogos 

poderiam ser sintetizados mantendo-se o protótipo e o grupamento 

farmacofórico da molécula, a fim de se preservar sua atividade anti-

Leishmania e aumentar sua seletividade no parasita. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 A triagem de 21 fármacos sintéticos demonstrou a atividade anti-

Leishmania chagasi de cinco compostos, sendo eles: 

buparvaquona, furazolidona, clotrimazol, bifonasol e nifedipina. 

 

 A avaliação do potencial farmacológico dos fármacos ativos 

indicou valores promissores de CE50 em culturas in vitro de 

promastigotas de L. (L.) chagasi. 

 

 Dentre os fármacos ativos, a buparvaquona demonstrou o menor 

valor de CE50 contra promastigotas de L. (L.) chagasi. 

 

 A buparvaquona demonstrou baixa toxicidade contra células de 

mamíferos, nenhuma atividade hemolítica e elevada atividade 

contra amastigotas intracelulares de L. (L.) chagasi quando 

comparada aos fármacos padrões. 

 

 Não foi observado aumento na produção de óxido nítrico pelos 

macrófagos na presença da buparvaquona, sugerindo que este 

fármaco apresenta uma atividade antiparasitária específica e que 

seu mecanismo de ação não está diretamente relacionado à 

ativação do macrófago. 
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 A buparvaquona é um potencial candidato a fármaco para os 

estudos em modelos animais com L.(L.) chagasi 
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