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Resumo 

 

Devido às elevadas taxas de morbilidade e mortalidade, a leishmaniose é uma das 

doenças parasitárias com maior impacto no Mundo.  Um dos problemas associado ao 

controlo das leishmanioses é a emergente  resistência dos parasitas aos fármacos usados 

clinicamente. A resistência de parasitas do género Leishmania aos fármacos clássicos tem 

sido associada a bombas de efluxo, em particular aos transportadores ATP-binding 

cassette (ABC) que conferem o fenótipo de MDR (multidrug resistance). Com a eficácia 

dos fármacos clássicos comprometida, o desenvolvimento de novos compostos com 

atividade antileishmania e a terapêutica combinada parecem ser as melhores estratégias 

para o tratamento da leishmaniose. A presente dissertação teve como objetivo principal 

caracterizar a internalização de fármacos antileishmania clássicos e de novos compostos 

por promastigotas e amastigotas axénicos de diferentes espécies de Leishmania e por 

macrófagos parasitados, identificando vias e mecanismos que privilegiem a destruição do 

parasita pelos fármacos, minimizando em simultâneo, qualquer ação nefasta na célula 

hospedeira.O efluxo de diversos inibidores de bombas de efluxo (tioridazina, promezina, 

prometazina, verapamil, ortovanadato de sódio e Phe-Arg Beta-Naphthylamid) foi 

analisado em macrófagos e parasitas do género Leishmania por um método fluorimétrico 

semi-automático que quantifica a acumulação de EtBr em tempo real. Após a análise da 

toxicidade e eventual atividade antileishmania dos inibidores de bombas de efluxo (EPI) 

foi caraterizada in vitro a internalização de fármacos clássicos (antimoniato de meglumina 

e miltefosina) e de novos compostos [ácido ursólico, chalcona (CH8), quercetina e a 

associação de ácido oleanólico e ácido ursólico] em promastigotas axénicos e 

macrófagos. Os resultados obtidos permitiram selecionar o verapamil (VER), 

ortovanadato de sódio (ORT) e Phe-Arg Beta-Naphthylamide (PAßN) como possíveis 

moduladores de bombas de efluxo de Leishmania. A taxa de infeção de macrófagos após 

tratamento com miltefosina, ácido ursólico, CH8 e quercetina em monoterapia ou em 

associação com os EPI selecionados foi também determinada.PAßN modifica a atividade 

de transportadores que efluxam substratos, nomeadamente transportadores do tipo AcrAB 

em bactérias, potenciando o efeito da terapêutica na maioria dos parasitas do género 

Leishmania. Por sua vez, o VER estabelece relações de sinergia com os compostos através 

da modulação de bombas Pgp. Porém, as funções do ORT podem ser alteradas por outros 

compostos, como a quercetina, apresentando atividades variáveis. Para além disso, a 

capacidade dos EPI modularem os transportadores responsáveis pelo efluxo dos fármacos 

varia com a espécie de Leishmania. A associação de EPI ao tratamento favorece a 

atividade antileishmania de compostos que são substratos de bombas de efluxo, como é 

o caso da miltefosina e da CH8. O presente estudo demonstra que os EPI são uma opção 

válida que deve ser  fortemente considerada em terapêutica combinada. A eventual 

utilização de  EPI pode contribuir para potenciar a  atividade de fármacos antileishmania, 

reduzindo  a concentração dos compostos e, consequentemente os efeitos tóxicos, 

prevenindo o aparecimento de resistências.  

Palavras-chave: Leishmania spp., efluxo, bombas, fármacos, MDR 
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Abstract  

 

Leishmaniasis is one of the parasitic diseases with the greatest impact in the world 

as a consequence of high morbidity and mortality. One of the problems associated with 

the control of leishmaniasis is the emerging parasite resistance to clinically used drugs. 

Leishmania parasites resistant to classical therapeutic drugs have been associated with 

efflux pumps, in particular the ATP-binding cassette transporters (ABC) which confer the 

multidrug resistance phenotype (MDR). Compromised the efficacy of classical drugs, the 

development of new antileishmanial compounds and combined drug therapies seem to be 

the best strategies for the treatment of leishmaniasis in a near future.The present study 

aimed to characterize the internalization of classic antileishmanial drugs and new 

compounds by promastigotes and axenic amastigotes of different Leishmania species and 

infected macrophages identifying pathways and mechanisms that favor the parasite 

destruction by drugs, while minimizing any harmful action in the host cell. The effect of 

efflux pump inhibitors (EPI) (thioridazine, promezina, promethazine, verapamil, sodium 

orthovanadate and beta-Phe-Arg Naphthylamid) was evaluated in macrophages and 

Leishmania parasites using a semi-automated fluorimetric method that quantifies in real 

time the accumulation of EtBr. After examination of the toxicity and possible 

antileishmanial activity of EPI, in vitro internalization of classic drugs (meglumine 

antimoniate and miltefosine) and new compounds with antileishmanial activity [ursolic 

acid, chalcone (CH8), quercetin and the association of oleanolic acid and ursolic acid] 

was assessed in promastigotes and macrophages. The results obtained allowed selection 

of verapamil (VER), sodium orthovanadate   (ORT) and Phe-Arg beta-naphthylamide 

(PAßN) as possible modulators of Leishmania efflux pumps. After treatment with 

miltefosine, ursolic acid, CH8 or quercetin in monotherapy or in combinated therapy 

using the selected EPI, the macrophage infection rate was also determined.PAßN 

modifies the activity of transporters that efflux substrates, in particular AcrAB type 

transporters in bacteria, thus enhancing the effect of therapy in most Leishmania parasites. 

In turn, the synergy of VER with the compounds is a consequence of modulation of Pgp 

pumps. However, ORT may have their functions changed by other compounds, such as 

quercetin, showing different activities. In addition, the EPI’s ability to modulate the 

pumps responsible for drug efflux varies with the species of Leishmania.The addition of 

EPI to Leishmania treatment favors antileishmanial activity of the compounds that are 

substrates of efflux pumps, as is the case of miltefosine and CH8. This study demonstrates 

that the use of EPI in polytherapy is a valid option that should be strongly considered. 

The possible use of EPI can enhance the effect of anti-leishmanial drugs, reducing the 

concentration of compounds and, consequently the toxicity, therefore preventing the 

onset of parasite resistance. 

 Key-words: Leishmania spp., efflux, pumps, drugs, MDR 

 

  

 



 

   ix 
 

Índice  

 

Publicações e comunicações .............................................................................................. i 

Agradecimentos ............................................................................................................... iii 

Resumo ........................................................................................................................... vii 

Abstract .......................................................................................................................... viii 

Índice ............................................................................................................................... ix 

Índice de figuras ............................................................................................................. xiv 

Índice de tabelas ............................................................................................................. xvi 

Lista de abreviaturas ..................................................................................................... xvii 

I. Introdução ...................................................................................................................... 1 

1. Leishmaniose ................................................................................................................ 1 

1.1. Taxonomia ............................................................................................................... 1 

1.2. Epidemiologia .......................................................................................................... 2 

1.3.1. Manifestações clínicas em humanos ............................................................... 2 

1.3.2. Manifestações clínicas em cães ....................................................................... 3 

1.4. Distribuição geográfica ........................................................................................... 3 

1.5. Morfologia e ciclo de vida do parasita .................................................................... 4 

1.5.1. Fases de desenvolvimento no hospedeiro invertebrado .................................. 5 

1.5.2. Fases de desenvolvimento no hospedeiro vertebrado ..................................... 6 

1.5.3. Ciclo de vida .................................................................................................... 6 

1.6. Interação do parasita com o hospedeiro vertebrado ................................................ 7 

1.7. Diagnóstico .............................................................................................................. 8 

1.8. Tratamento ............................................................................................................. 10 

1.9. Outras estratégias de controlo ............................................................................... 11 

2. Resistência a fármacos antileishmania ....................................................................... 11 



 

x 
 

2.1. Mecanismos de resistência a fármacos: transportadores ABC .............................. 12 

2.2. Transportadores ABC de Leishmania .................................................................... 14 

2.2.1. Subfamília ABCA .......................................................................................... 15 

2.2.2. Subfamília ABCB .......................................................................................... 15 

2.2.3. Subfamília ABCC .......................................................................................... 16 

2.2.4. Subfamília ABCG .......................................................................................... 17 

2.3. Estratégias para controlar a resistência aos fármacos ............................................ 17 

2.3.1. Inibidores dos transportadores ABC .............................................................. 18 

3. Novos compostos ........................................................................................................ 19 

3.1.Triterpenos: ácido ursólico e ácido oleanólico ....................................................... 20 

3.2.Flavonóides: chalconas e quercetina ....................................................................... 20 

3.2.1. Chalcona CH8 ................................................................................................ 20 

3.2.2. Quercetina ...................................................................................................... 21 

Objetivos ......................................................................................................................... 22 

II. Material e Métodos ..................................................................................................... 24 

1. Macrófago ................................................................................................................... 24 

1.1. Cultura da linha celular P388D1 ............................................................................ 24 

2. Parasitas ....................................................................................................................... 24 

2.1.1. Leishmania (L.) infantum .................................................................................... 24 

2.1.2. Leishmania (L.) amazonensis ......................................................................... 25 

2.1.3. Leishmania (V.) shawi ................................................................................... 25 

2.1.4. Leishmania (V.) guyanensis ........................................................................... 26 

2.2. Cultura de promastigotas axénicos ........................................................................ 26 

2.3. Cultura de amastigotas axénicos ............................................................................ 26 

2.4. Visualização das formas promastigota e amastigota ............................................. 26 

2.4.1. Preparação das amostras ................................................................................ 26 



 

   xi 
 

2.4.2. Microscopia Eletrónica de Varrimento ......................................................... 27 

3. Avaliação em tempo real da atividade de efluxo em macrófagos e parasitas do género 

Leishmania ................................................................................................................. 27 

3.1. Método fluorimétrico semi-automático em tempo real ......................................... 27 

3.1.1. Preparação das amostras ................................................................................ 28 

3.1.2. Determinação da concentração de EtBr ........................................................ 28 

3.1.3. Inibidores de bombas de efluxo (EPI) ........................................................... 29 

3.1.4. Ensaio de acumulação de EtBr ...................................................................... 30 

3.1.5. Análise estatística .......................................................................................... 31 

4. Avaliação da citotoxidade e atividade antileishmania dos EPI ................................... 31 

4.1. Macrófagos ............................................................................................................ 32 

4.1.1.Otimização do ensaio de citotoxicidade ......................................................... 32 

4.1.2. Avaliação da citotoxidade dos EPI ................................................................ 33 

4.2. Parasitas do género Leishmania ............................................................................ 33 

4.2.1. Otimização do ensaio de citotoxicidade ........................................................ 33 

4.2.2. Avaliação da atividade antileishmania dos EPI ............................................. 34 

4.3. Determinação do índice de seleção dos EPI .......................................................... 34 

5. Internalização de fármacos clássicos e novos compostos com atividade antileishmania

 .................................................................................................................................... 35 

5.1. Avaliação da citotoxidade dos fármacos clássicos e dos novos compostos .......... 35 

5.2. Avaliação da atividade antileishmania de fármacos clássicos e novos compostos 36 

6. Internalização de fármacos clássicos e novos compostos por macrófagos parasitados 

por Leishmania spp. ................................................................................................... 37 

6.1. Otimização da infeção da linha celular P388D1 .............................................. 37 

6.1.1. Infeção da linha celular P388D1 ................................................................... 37 

6.2. Tratamento de macrófagos infetados com fármacos clássicos e novos compostos 

em conjugação com EPI ........................................................................................ 38 



 

xii 
 

6.3. Determinação da taxa de infeção após tratamento com EPI e fármacos ............... 39 

6.3.1. Natureza das interações entre os compostos e os EPI .................................... 40 

6.4. Análise Estatística .................................................................................................. 40 

III. Resultados ................................................................................................................. 42 

1. Formas promastigota e amastigota de Leishmania spp. .............................................. 42 

2. Avaliação em tempo real da atividade de efluxo em macrófagos e parasitas do género 

Leishmania ................................................................................................................. 42 

2.1. Determinação da concentração de EtBr ................................................................. 42 

2.2. Ensaio de acumulação de EtBr em macrófagos ..................................................... 43 

2.3. Acumulação de EtBr em parasitas do género Leishmania ..................................... 45 

2.3.1. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Visceral Zoonótica (LVZ) ............. 45 

2.3.2. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ...... 48 

3. Avaliação da citotoxidade e atividade antileishmania dos EPI ................................... 54 

3.1. Otimização do ensaio de viabilidade em macrófagos ............................................ 54 

3.1.1. Avaliação da citotoxidade dos EPI................................................................. 58 

3.2. Otimização do ensaio de viabilidade em parasitas do género Leishmania ............ 59 

3.2.1. L. infantum ..................................................................................................... 59 

3.2.2. L. amazonensis (HOM) .................................................................................. 61 

3.2.3. L. amazonensis (PH) ...................................................................................... 63 

3.2.4. L. shawi .......................................................................................................... 65 

3.2.5. L. guyanensis .................................................................................................. 67 

3.3. Avaliação da atividade antileishmania dos EPI ..................................................... 69 

3.3.1. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Visceral Zoonótica (LVZ) ............. 69 

3.3.2. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ...... 70 

3.3.3. Sub-género Viannia - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ............ 72 

3.4. Determinação do índice de seleção dos EPI .......................................................... 73 



 

   xiii 
 

4. Avaliação da citotoxidade e atividade antileishmania de fármacos clássicos e novos 

compostos ................................................................................................................... 74 

4.1. Níveis de citotoxidade de fármacos clássicos e de novos compostos com atividade 

antileishmania ........................................................................................................ 74 

4.2. Atividade antileishmania de fármacos clássicos e novos compostos .................... 75 

4.3. Índice de seleção (IS) de fármacos clássicos e novos compostos ......................... 76 

5. Caracterização da internalização de fármacos clássicos e novos compostos por 

macrófagos parasitados por Leishmania spp. ............................................................ 77 

5.1. Infeção de macrófagos ............................................................................................. 77 

5.1.1. L. infantum ..................................................................................................... 77 

5.1.2. L. amazonensis (HOM) ................................................................................. 78 

5.1.3. L. amazonensis (PH) ...................................................................................... 79 

5.1.4. L. shawi .......................................................................................................... 81 

5.1.4. L. guyanensis ................................................................................................. 82 

5.2. Efeito da associação de EPI com fármacos clássicos e novos compostos na infeção 

por Leishmania spp. .............................................................................................. 84 

5.2.1. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Visceral Zoonótica (LVZ) ............ 84 

5.2.2. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ..... 86 

5.2.3. Sub-género Viannia - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ........... 87 

IV. Discussão e Conclusões ............................................................................................ 94 

V. Referências Bibliográficas ....................................................................................... 103 

 

 

 

 

 



 

xiv 
 

Índice de figuras  

 

Figura 1: Representação esquemática da forma promastigota do parasita. ..................... 5 

Figura 2: Representação esquemática da forma amastigota do parasita. ......................... 6 

Figura 3: Ciclo de vida de Leishmania spp. ..................................................................... 8 

Figura 4: Estrutura dos transportadores ABC. ............................................................... 14 

Figura 5: Formas promastigota e amastigota de L. infantum e de L. amazonensis (PH)..

 ......................................................................................................................................... 42 

Figura 6: Curvas de acumulação de EtBr no interior de macrófagos. ........................... 43 

Figura 7: Acumulação de EtBr em macrófagos. ............................................................ 45 

Figura 8: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas avirulentos de L. 

infantum tratados com EPI. ............................................................................................. 47 

Figura 9: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas virulentos de L. 

infantum tratados com EPI. ............................................................................................. 48 

Figura 10: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas da estirpe HOM de L. 

amazonensis tratados com EPI. ....................................................................................... 50 

Figura 11: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas da estirpe PH de L. 

amazonensis tratados com EPI. ....................................................................................... 51 

Figura 12: Acumulação intracelular de EtBr em promastigotas e amastigotas de L. 

shawi tratados com EPI.  ................................................................................................. 53 

Figura 13: Acumulação intracelular de EtBr em promastigotas e amastigotas de L. 

guyanensis tratados com EPI. .......................................................................................... 53 

Figura 14: Níveis de viabilidade em macrófagos incubados durante 24h. .................... 55 

Figura 15: Níveis de viabilidade em macrófagos incubados durante 48h. .................... 56 

Figura 16: Níveis de viabilidade em macrófagos incubados durante 72h. .................... 57 

Figura 17: Níveis de viabilidade de promastigotas de L. infantum incubados durante 

24h. .................................................................................................................................. 60 

Figura 18: Níveis de viabilidade em promastigotas da estirpe HOM de L. amazonensis 

incubados durante 24h. .................................................................................................... 62 

Figura 19: Níveis de viabilidade em promastigotas da estirpe PH de L. amazonensis 

incubados durante 24h. .................................................................................................... 64 



 

   xv 
 

Figura 20: Níveis de viabilidade em promastigotas de L. shawi incubados durante 24h.

 ........................................................................................................................................ 66 

Figura 21: Níveis de viabilidade em promastigotas de L. guyanensis incubados durante 

24h. ................................................................................................................................. 68 

Figura 22: Infeção de macrófagos por promastigotas virulentos de L. infantum. ......... 78 

Figura 23: Infeção de macrófagos por promastigotas da estirpe HOM de L. 

amazonensis. ................................................................................................................... 79 

Figura 24: Infeção de macrófagos por promastigotas da estirpe PH de L. amazonensis.

 ........................................................................................................................................ 80 

Figura 25: Infeção de macrófagos por promastigotas de L. shawi. ............................... 81 

Figura 26: Infeção de macrófagos por promastigotas de L. guyanensis. ....................... 83 

Figura 27: Fagocitose de L. guyanensis por macrófagos P388D1. ............................... 83 

Figura 28: Efeito da associação de EPI com a miltefosina na infeção por L. infantum. 85 

Figura 29: Efeito da associação de EPI com miltefosina na infeção com a estirpe HOM 

de L. amazonensis. .......................................................................................................... 86 

Figura 30: Efeito da associação de EPI com miltefosina na infeção por L. shawi. ....... 88 

Figura 31: Efeito da associação de EPI com quercetina na infeção por L. shawi. ........ 89 

Figura 32: Efeito da associação de EPI com ácido ursólico na infeção por L. shawi. .. 90 

Figura 33: Efeito da associação de EPI com miltefosina na infeção por L. guyanensis.

 ........................................................................................................................................ 91 

Figura 34: Efeito da associação de EPI com CH8 na infeção por L. guyanensis. ......... 92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xvi 
 

Índice de tabelas 

 

Tabela 1: EPI moduladores de MDR e inibidores de Pgp ............................................. 19 

Tabela 2: Concentrações dos EPI utilizadas nos ensaios de acumulação de EtBr. ........ 30 

Tabela 3: Concentrações mínimas e máximas dos EPI utilizadas na determinação da 

citotoxidade e eventual atividade antileishmania. ........................................................... 32 

Tabela 4: Concentrações mínimas e máximas dos fármacos e novos compostos 

utilizados na determinação da citotoxidade e atividade antileishmania. ......................... 36 

Tabela 5: Concentrações de EPI utilizados no tratamento de amastigotas intracelulares.

 ......................................................................................................................................... 38 

Tabela 6: Concentrações de fármacos e compostos utilizados no tratamento de 

macrófagos infetados. ...................................................................................................... 39 

Tabela 7: Acumulação de EtBr em macrófagos tratados com inibidores de bombas de 

efluxo (EPI). .................................................................................................................... 44 

Tabela 8: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas axénicos de L. 

infantum tratados com EPI. ............................................................................................. 46 

Tabela 9: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas axénicos das estirpes 

HOM e PH de L. amazonensis tratados com EPI. ........................................................... 49 

Tabela 10: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas axénicos de L. shawi 

e L. guyanensis tratados com EPI. ................................................................................... 52 

Tabela 11: Determinação da citotoxidade de EPI em macrófagos. ............................... 58 

Tabela 12: Determinação da citotoxidade de EPI em L. infantum. ................................ 70 

Tabela 13: Citotoxidade de EPI em L. amazonensis. ..................................................... 71 

Tabela 14: Citotoxidade dos EPI em L. shawi e L. guyanensis. .................................... 72 

Tabela 15: Índice de seleção dos EPI em promastigotas do subgénero Leishmania e 

Viannia. ........................................................................................................................... 73 

Tabela 16: Citotoxidade de fármacos e novos compostos em macrófagos. ................... 74 

Tabela 17: Efeito de fármacos e novos compostos em Leishmania spp. ....................... 75 

Tabela 18: Índice de seleção de fármacos clássicos e novos compostos. ...................... 76 

 

  



 

   xvii 
 

Lista de abreviaturas 

 

×g - força centrífuga relativa 

ABC - ATP-binding cassette 

Amast - amastigota 

ATCC - do inglês “American Type Culture Collection” 

BR - Brasil 

CaCl2 - cloreto de cálcio 

CC10 - 10% da concentração citotóxica 

CC50 - 50% da concentração citotóxica  

CCCP - Carbonyl cyanide m-chlorophenylhy-drazone 

CH8 - chalcona 

CO2 – dióxido de carbono 

DAT - testes de aglutinação direta, do inglês “direct agglutination test” 

DMSO – dimetilsulfóxido 

DMC - 2´,6´-dihydroxy-4´-methoxychalcone 

DNA - ácido desoxirribonucleico 

DP - desvio padrão 

EUA - Estados Unidos da América 

ELISA - do inglês “enzyme-linked immunosorbent assay” 

EPI - inibidor de bombas de efluxo, do inglês “efflux pump inhibitor” 

EtBr - brometo de etídio 

FCT - Fundação Portuguesa para a Ciência e Tecnologia  

FBS - soro fetal bovino, do inglês “fetal bovine serum”  



 

xviii 
 

FEDER - Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional 

Fig. - Figura 

FMUSP - Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

FAPESP - Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo  

GSH – glutationa 

GSH1 - glutamilcisteina 

HEPES - ácido N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-2-etanossulfónico 

HOM - Homem 

IBCCF - Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho 

IC10 - 10% da concentração inibitória 

IC50 - 50% da concentração inibitória 

ICAQF - Instituto de Ciências Ambientais, Químicas e Farmacêuticas 

ICT - testes imunocromatográficos, do inglês “immunochromatographic test” 

IFA - anticorpos de fluorescência indirecta, do inglês “indirect fluorescence antibody” 

IHMT - Instituto de Higiene e Medicina Tropical 

IMI - índice mínimo de infeção 

INPA - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazónia 

IR - índice de redução das células parasitadas  

IS - índice de seleção 

kDNA - DNA do cinetoplasto, do inglês “kinetoplastic DNA” 

L. - Leishmania 

LC - leishmaniose cutânea 

LCan - leishmaniose canina 



 

   xix 
 

LCD - leishmaniose cutânea difusa  

LDA - ensaio de diluição limite, do inglês “limit diluition assay”  

LLDC- Laboratório de Leishmaniose e Doença de Chagas 

LMC - Leishmaniose mucocutânea 

LPG - lipofosfoglicano  

LPMI - Laboratório de Patologia de Moléstias Infeciosas 

LTA - Leishmaniose tegumentar americana 

LV - Leishmaniose visceral 

LVZ - Leishmaniose visceral zoonótica 

m/v - massa/volume 

MDR - resistência a múltiplos fármacos, do inglês “multidrug resistence” 

MILT - miltefosina 

MRP - do inglês “multidrug resistance-associated proteins” 

n.d. -  não determinado 

NaCl - cloreto de sódio 

NaHCO3 - bicarbonato de sódio  

NBD - domínios citosólicos ligados a nucleótidos, do inglês “cytosolic nucleotide- 

binding domains” 

OsO4 - tetróxido de ósmio  

OMS/WHO - Organização Mundial de Saúde, do inglês “World Health Organization” 

ORF - do inglês “open reading frame” 

ORT- Ortovanadato de Sódio 

PAßN - Phe-Arg Beta-Naphthylamide  

PBS - tampão fosfato salino, do inglês “phosphate buffered saline” 



 

xx 
 

PCR - reação de polimerase em cadeia, do inglês “polymerase chain reaction” 

Pgp - glicoproteína-P, do inglês “P-Glycoprotein” 

PH – flebotomídeo 

PKDL - Leishmaniose dérmica pós-kala azar, do inglês “Post-kala-azar dermal 

leishmaniasis” 

PMZ - prometazina 

Prom - promastigota 

PRP1 - do inglês “pentamidine resistance protein 1” 

PT - Portugal 

PZ - promezina 

QUERC - quercetina  

r2 - valor de correlação linear 

RI - índice da redução da infeção 

Resazurina - 7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-óxido 

RPMI - do inglês “Roswell Park Memorial Institute culture medium” 

SCHN- Schneider 

TMD - domínios transmembranares, do inglês “transmembrane domains” 

TSH - tripanotiona 

TZ - tioridazina 

U - unidades 

UFa - unidades arbitrárias de fluorescência  

UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro 

UFSP - Universidade Federal de São Paulo 

V. - Viannia  



 

   xxi 
 

v/v - volume/volume 

VER - Verapamil 

VIC - valor indicativo de  significância (cut-off) 

VIH - vírus da imunodeficiência humana 

vs - versus 

ΣIMI - somatório dos índices mínimos de infeção





I. Introdução 

 

   1 
 

I. Introdução 

1. Leishmaniose 

A leishmaniose é uma infeção parasitária de mamíferos causada por parasitas 

protozoários da família Trypanosomatidae Doflein, 1901 (Merzlyak et al., 2001) e do 

género Leishmania Ross, 1903 (Bañuls et al., 2007) transmitidos por flebotomídeos do 

género Phlebotomus Rondani e Berté, 1843 no Velho Mundo e Lutzomyia França, 1924 

no Novo Mundo. Clinicamente, esta infeção pode apresentar manifestações viscerais, 

cutâneas ou mucocutâneas.  

A leishmaniose faz parte do conjunto de doenças tropicais negligenciadas. Nas 

últimas décadas várias descobertas têm sido feitas ao nível da taxonomia, epidemiologia, 

diagnóstico e tratamento, tendo-se constatado um acentuado aumento de artigos 

científicos desde 1957 (Al-Mutawakel et al., 2010). 

1.1. Taxonomia 

Por observação microscópica, as diferentes espécies de Leishmania apresentam 

caraterísticas morfológicas idênticas. Por isso, a classificação das diversas espécies de 

Leishmania tem incidido em critérios como a distribuição geográfica (Souza et al., 2012) 

e as manifestações clínicas (Lucas et al., 1998). No entanto, a análise biomolecular tem 

demonstrado que padrões de polimorfismo exibidos pelo DNA do cinetoplasto (kDNA) 

(Hatam et al., 2005) e proteínas (Fraga et al., 2010) são atualmente melhores opções para 

classificar espécies de Leishmania quando comparados com critérios patológicos e 

geográficos. 

Com base na capacidade do parasita se desenvolver no intestino anterior do vetor 

(suprapilária) ou no intestino médio posterior (peripilária) (Lainson & Shaw 1987) foram 

diferenciados dois sub-géneros que originam patologia em mamíferos, Leishmania 

(Leishmania) e Leishmania (Viannia), respetivamente. Das 30 espécies de Leishmania 

atualmente conhecidas, pelo menos 20 são responsáveis pelo desenvolvimento de doença 

em humanos. A maioria das espécies são zoonóticas, afetando mamíferos domésticos ou 

selvagens. 
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1.2. Epidemiologia  

A Leishmaniose é uma das doenças parasitárias com maior impacto no Mundo, 

uma vez que apresenta elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. Segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), ocorrem 2 milhões de novos casos por ano e 310 

milhões de pessoas estão em risco de ser infectadas  (WHO, 2013). Estima-se ainda que 

anualmente ocorram 20 000 a  40 000 mortes por leishmaniose. Dos 1,3 milhões de casos 

estimados estão actuamente reportados apenas cerca de 600 000  (Alvar et al., 2012).  

  A co-infecção com o vírus da imunodeficiencia humana (VIH) tem alterado a 

epidemiologia da infeção por Leishmania. A infecção por VIH aumenta a susceptibilidade 

do hospedeiro ao desenvolvimento da doença visceral. Em 2012, 35 países endémicos 

para leishmaniose reportaram casos de co-infeção com VIH (Alvar et al., 2008). 

1.3. Manifestações clínicas 

1.3.1. Manifestações clínicas em humanos 

O termo Leishmaniose compreende um conjunto de doenças afectas à população 

humana que apresentam manifestações clínicas distintas consoante a espécie do parasita 

e a resposta imune do hospedeiro (Pintado et al., 2001): leishmaniose cutânea (LC),  

leishmaniose visceral (LV) ou kala-azar e  leishmaniose mucocutânea (LMC); existindo 

ainda leishmaniose dérmica Pós-kala-azar (do inglês Post-kala-azar dermal 

leishmaniasis, PKDL). A LC é a forma clínica mais frequente e  caracteriza-se por lesões 

cutâneas localizadas ou difusas, geralmente de cura espontânea (WHO, 2010). O seu 

aparecimento é causado por L. tropica, L. major ou L. aethiopica no velho mundo. No 

novo mundo a leishmaniose tegumentar americana (LTA) deve-se á infeção por  L. 

mexicana, L. amazonensis, L. panamiensis, L. guyanensis, L. peruviana, L. braziliensis, 

L. shawi, L.mexicana, L. lainsoni ou L. naiffi (Ashford, 2000). A leishmaniose cutânea 

difusa (LCD) causada por L. aethiopica ou L. amazonensis apresenta-se  como uma forma 

clínica crónica e progressiva, com lesões na pele não ulcerativas. Geralmente está 

associada a indivíduos co-infectados com VIH ou outros tipos de imunossupressão 

(WHO, 2010). 

A LMC é uma forma progressiva de LC, caracteriza-se pelo aparecimento de 

lesões secundárias que levam à destruição de cartilagens e mucosas provocando lesões 



I. Introdução 

 

   3 
 

graves e mutilações nas regiões circundantes (Ashford, 2000; WHO, 2010). Ocorre em 

casos de  infeção por L. braziliensis, L. panamensis ou L. guyanensis (Ashford, 2000). 

Existem, ainda, alguns casos reportados de LMC provocada por L. donovani, L. major e 

L. infantum em indivíduos com o sistema imunitário comprometido (Desjeux, 1996). 

A LV ocorre por infeção com L. donovani e L. infantum. Uma vez que o parasita 

infeta e multiplica-se em orgãos como o baço, fígado e nódulos linfáticos, LV é a forma 

clínica mais grave e é fatal quando não tratada (WHO, 2010). Caracteriza-se por perda de 

peso, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia, anemia e febre persistente 

(Berman, 1997). Apesar da gravidade da forma clínica visceral, em indivíduos adultos 

imunocompetentes, a infeção por L. infantum é geralmente assintomática e com resolução 

pelo próprio sistema imunitário do indivíduo (Sahni, 2012). 

Por fim, mais rara, a PKDL ocorre após o tratamento de LV causada por L. 

donovani (Ashford, 2000).   

1.3.2. Manifestações clínicas em cães 

LV causada por L. infantum é considerada uma zoonose, uma vez que o principal 

reservatório é o cão e o Homem é infetado acidentalmente (Abranches et al., 1998).  A 

leishmaniose canina (LCan) é uma doença crónica e fatal. Caracteriza-se pelo 

aparecimento de dermatite, ulcerações da pele, alopécia, lesões oculares, linfodenopatia, 

perda de peso, epistaxis, diarreia e onicogrifose. Em regiões endémicas, o parasita persiste 

no reservatório, muitas vezes de forma assintomática, e assume um papel crucial na 

transmissão ao vetor e posteriormente  ao Homem  (Abranches et al., 1998; Andrade et 

al., 2011). Vários autores referem outras espécies que foram encontradas em cães 

domésticos (Llanos-Cuentas et al., 1999; Reithinger & Davies, 1999; Reithinger et al., 

2003; Wallis et al., 2012). No entanto na maioria dos casos, não provocam doença no 

animal. 

1.4. Distribuição geográfica 

  A leishmaniose é um problema global, ocorrendo maioritariamente em zonas 

tropicais e subtropicais. Está presente em todos os continentes, excepto na Antártida e é 

prevalente em 98 países (Alvar et al., 2012). A distribuição das diferentes espécies de 
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Leishmania é geralmente associada a duas sub-divisões geográficas: Novo Mundo 

(Américas) e Velho mundo (África, Ásia e Europa). 

Anualmente ocorrem cerca de 1,3 milhões de novos casos, em que 300 000 são 

viscerais e 1 milhão são cutâneos ou mucocutâneos. Dos casos viscerais, a maioria (90%) 

ocorre no Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal e Sudão. Relativamente aos casos 

cutâneos estes ocorrem maioritariamente (70 a 75%) no Afeganistão, Algéria, Brasil, 

Colombia, República Islâmica do Irão, Paquistão, Perú, Arábia Saudita, República Árabe, 

Síria e Tunísia. Os casos mucocutâneos estão geralmente,associados a países como o 

Brasil, Perú e Bolívia (Alvar et al., 2012) 

Na Europa, cerca de 700 casos de LC e LV ocorrem por ano na bacia 

Mediterrânica (Dujardin et al., 2008).  

A distribuição da leishmaniose tem-se vindo a modificar desde 1993 e apesar do 

elevado número de casos que têm sido reportados, em 98 países afectados, o número real 

de casos não é conhecido (Alvar et al., 2012). Uma das causas para o crescimento do 

número de casos é a  mobilidade das populações que expõe pessoas não imunes ao 

parasita (Dujardin, 2005). 

Em Portugal, tal como no sul da Europa, vários casos de LV e LC têm sido 

descritos, estando maioritariamente associados a três regiões: Alto Douro, Região 

Metropolitana de Lisboa e Algarve. Entre 2000 e 2009, 173 novos casos de LV foram 

diagnosticados, ocorrendo maioritariamente em crianças ou indivíduos com o sistema 

imunitário comprometido.  E cerca de 10 casos de LC ocorrem anualmente em Portugal 

(Campino & Maia, 2010). 

1.5. Morfologia e ciclo de vida do parasita 

Os parasitas do género Leishmania são digenéticos, ou seja tem duas fases 

distintas durante o ciclo celular: uma fase extracelular no hospedeiro invertebrado 

(flebotomídeos) e uma intracelular no hospedeiro vertebrado. Assim sendo, o parasita 

apresenta duas formas morfológicas distintas durante o ciclo de vida: amastigota e 

promastigota.  
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1.5.1. Fases de desenvolvimento no hospedeiro invertebrado 

Os hospedeiros invertebrados são pequenos insetos da ordem Díptera e subfamília 

Phlebotominae. Dos vários géneros descritos, apenas dois tem importância médica: 

Phlebotomus no Velho mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. Todos os vetores de 

Leishmania conhecidos são espécies destes dois géneros (Killick-Kendrick, 1999).  

Assim como os mosquitos, as fêmeas destes dois géneros, são hematófagas, ou 

seja, necessitam de uma refeição sanguínea para o desenvolvimento dos ovos. Quando 

ocorre ingestão de sangue contendo macrófagos infetados com parasitas, inicia-se o 

desenvolvimento da infeção no vetor invertebrado. As alterações de temperatura e de pH 

entre o hospedeiro vertebrado e invertebrado, originam alterações morfológicas, 

moleculares e de expressão génica no parasita. No intestino médio do hospedeiro 

intermediário os parasitas desenvolvem-se na forma promastigota (Fig. 1), com formas 

longas (com 15 a 20 µm por 1,5 a 3,5 µm) e com um flagelo anterior bem desenvolvido 

(15 a 28 µm) (Herwaldt, 1999; Killick-Kendrick, 1999; Bañuls et al., 2007; Dostálová & 

Volf, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Representação esquemática da forma promastigota do parasita. a - flagelo; b - axonema; c - corpo basal; 

d - mitocôndria; e - núcleo; f- microtúbulos subpeliculares; g - glicossoma; h – inclusões lipídicas; i- acidocalcissoma; 

j – retículo endoplasmático; k – túbulo multivesicular; l - nucléolo; m - cinetoplasto; n- complexo de Golgi (Adaptado 

de Teixeira et al., 2013). 

O desenvolvimento da forma promastigota é caracterizado por dois estadios: um 

estadio procíclico e um estadio metacíclico. Os promastigotas procíclicos não são 
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infeciosos, encontram-se em divisão continua e o seu flagelo é curto. Por sua vez, os 

promastigotas metacíclicos são infeciosos (Killick-Kendrick, 1990; Ashford, 2000). 

1.5.2. Fases de desenvolvimento no hospedeiro vertebrado 

No hospedeiro vertebrado, os parasitas têm a capacidade de parasitar as células do 

sistema imunitário responsáveis pela eliminação dos agentes invasores do organismo: os 

macrófagos.  

Os parasitas do género Leishmania são capazes de estabelecer infeções naturais e 

são encontrados em diferentes mamíferos: roedores, canídeos, primatas não humanos, 

entre outros (Lainson & Shaw, 1987). É no hospedeiro vertebrado que a forma amastigota 

(Fig. 2) do parasita se desenvolve. As formas amastigotas são ovóides, com 2,5 a 5 μm 

de diâmetro, não possuem flagelo livre, são intracelular obrigatórias e localizam-se nos 

vacúolos parasitóforos das células fagocíticas do hospedeiro (Bañuls et al., 2007; 

Dostálová & Volf, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Representação esquemática da forma amastigota do parasita. a - corpo basal; b - inclusões lipídicas; c - 

microtúbulos subpeliculares-; d - mitocôndria; e - megassoma; f - glicossoma; g - retículo endoplasmático; h - núcleo; 

i - nucléolo; j - acidocalcissoma; k - cinetoplasto; l - complexo de Golgi; m - bolsa flagelar; n - axonema; o - flagelo 

(Adaptado de Teixeira et al., 2013). 

1.5.3. Ciclo de vida 

O ciclo de vida (Fig. 3) inicia-se quando uma fêmea infetada realiza uma refeição 

sanguínea no hospedeiro vertebrado. Durante a alimentação, o flébotomo transmite o 

parasita na forma promastigota (promastigota metacícilico) através do probóscide. Na 
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derme do mamífero, os parasitas são fagocitados por macrófagos, e intracelularmente 

transformam-se em amastigotas. No interior das células fagocíticas, os amastigotas 

multiplicam-se por fissão binária, causando ao fim de algum tempo de multiplicação a 

lise celular, sendo sucessivamente fagocitados por novos macrófagos. Durante uma nova 

refeição sanguínea num mamífero infetado, os flebótomos ingerem macrófagos infetados. 

Durante o processo de digestão no intestino médio do invertebrado os amastigotas são 

libertados, adquirindo a forma promastigota. Após multiplicação dos promastigotas, estes 

migram para o probóscide do vetor, para durante a refeição sanguínea serem novamente 

inoculados num hospedeiro vertebrado (Ashford, 2000; Bañuls et al., 2007; Dostálová & 

Volf, 2012).  

1.6. Interação do parasita com o hospedeiro vertebrado 

São vários os fatores que interferem na infeção e diferenciação de promastigotas 

em amastigotas no hospedeiro vertebrado. Após a inoculação de promastigotas 

metacíclicos no hospedeiro vertebrado, o parasita interage com vários tipos de células, 

nomeadamente macrófagos e neutrófilos, adquirindo a forma amastigota (Mougneau et 

al., 2011; Sousa et al., 2014).  

No mamífero, os promastigotas são rapidamente fagocitados pelos macrófagos 

(Locksley et al., 1988) alojando-se em vacúolos parasitóforos que se fundem com 

lisossomas ricos em enzimas proteolíticas formando os fagolisossomas (Bogdan & 

Röllinghoff, 1998). Como outros microrganismos intracelulares obrigatórios, Leishmania 

apresenta diversas estratégias para evitar a sua destruição pelo organismo do hospedeiro. 

Entre elas, destaca-se a capacidade de evitar a degradação no interior dos vacúolos 

parasitóforos (Duclos & Desjardins, 2000). Este mecanismo é dependente de proteínas de 

superfície, como o lipofosfoglicano (LPG), que protegem o parasita no ambiente hostil 

dos fagolisossomas. O parasita tem a capacidade de suprimir a síntese de radicais de 

oxigénio e outros intermediários de nitrogénio e alterar a produção de óxido nítrico no 

interior dos fagolisossomas (Bogdan & Röllinghoff, 1998). Outra estratégia é a elevada 

atividade enzimática dos amastigotas capazes de eliminar radicais oxidativos. Para além 

disso tem também capacidade de inativar as enzimas lisossomais e manter o pH favorável 

à sua perfeita adaptação ao interior do fagolisossoma (Meshnick & Eaton, 1981; Bogdan 

et al., 1990; Bogdan & Röllinghoff, 1998). 
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Figura 3: Ciclo de vida de Leishmania spp. 1 - A fêmea flebotomídea inocula promastigotas no hospedeiro vertebrado 

durante a refeição sanguínea; 2 - Os promastigotas são fagocitados por células fagocitárias; 3 - No interior do vacúolo 

parasitóforo dos macrófagos o promastigota adquire a forma amastigota; 4 - Multiplica-se por fissão binária, causando 

a lise celular; 5 - Ingestão de macrófagos parasitados por uma fêmea flebotomídea durante a refeição sanguínea; 6 - No 

intestino médio, os amastigotas transforma-se em promastigotas; 7 - Multiplicam-se e migram para o probóscide 

(Adaptado de Teixeira et al., 2013). 

1.7. Diagnóstico 

O diagnóstico de leishmaniose é crucial, pois a toxicidade e o preço elevado dos 

fármacos obriga a que a infeção seja confirmada antes de iniciar o tratamento. O teste de 

diagnóstico deve idealmente ter alta especificidade e sensibilidade e se possível distinguir 

entre a fase aguda de doença e a infeção assintomática (Chappuis et al., 2007). 
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Em regiões endémicas ou em picos epidémicos, o diagnóstico das três principais 

formas clínicas (LV, LC e LMC) é realizado com base em sintomas e sinais. Mas a 

confirmação do diagnóstico de qualquer uma das formas de leishmaniose depende da 

demonstração da presença de amastigotas nos tecidos infetados, quer por microscopia, 

quer por cultura do parasita. A confirmação é realizada recorrendo a biópsias da pele, 

aspirados da medula óssea, nódulos linfáticos ou baço (Ashford, 2000). No entanto, 

apesar de a microscopia ser altamente específica a sua sensibilidade é reduzida (Chappuis 

et al., 2007). 

Vários testes que detetam anticorpos específicos antileishmania têm sido 

desenvolvidos. No entanto, todos apresentam duas limitações: os níveis de anticorpos no 

soro mantêm-se após o tratamento e indivíduos saudáveis que vivem em regiões 

endémicas podem apresentar anticorpos antileishmania. Técnicas como ELISA, western 

blot e fluorescência indireta (IFA) têm-se mostrado importantes para complementar as 

técnicas parasitológicas (Chappuis et al., 2007).  

Mais recentemente, testes de aglutinação direta (DAT) e imunocromatográficos 

(ICT) que utilizam o antigénio recombinante k39 foram desenvolvidos especificamente 

para diagnóstico de LV e apresentam elevada sensibilidade e especificidade (Srivastava 

et al., 2012; Matlashewski et al., 2013). Um novo teste que deteta a proteína de fusão k28 

foi recentemente desenvolvido, apresentando elevada sensibilidade e especificidade nos 

resultados preliminares, podendo vir a ser um bom teste para o diagnóstico de infeção por 

Leishmania (Pattabhi et al., 2010). Por sua vez, no diagnóstico de LC tem sido utilizado 

o teste de Montenegro, que consiste na inoculação intradérmica de antigénio de culturas 

de Leishmania e verificação do desenvolvimento de hipersensibilidade imunológica após 

48 h. Apesar da elevada sensibilidade e especificidade, este teste não permite diferenciar 

entre infeções assintomáticas e resolvidas (Gontijo, 2003). 

Apesar de invasiva na LVZ, a técnica de PCR apresenta-se como a melhor forma 

de diagnóstico laboratorial. Além de sensibilidade e especificidade superior, quando 

comparada com técnicas convencionais de diagnóstico de LV e LC (Bensoussan et al., 

2006; Antinori et al., 2007), esta técnica permite fazer o diagnóstico independentemente 

da espécie do parasita, mesmo em baixas concentrações (Reithinger & Dujardin, 2007). 
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1.8. Tratamento 

Os antimoniais pentavalentes: antimomiato de meglumina (Glucantime®) e 

estibogluconato de sódio (Pentostam®) foram durante mais de 70 anos os fármacos de 

primeira linha para o tratamento de LV (Croft & Olliaro, 2011). No entanto, os 

antimoniais pentavalentes apresentam diversos efeitos secundários, nomeadamente uma 

elevada toxicidade (Chappuis et al., 2007). Outras desvantagens destes fármacos são: a 

administração parental inviabilizada em países em desenvolvimento, a elevada duração 

do tratamento, eficácia variável entre LV e LC e o possível desenvolvimento de 

resistências  (Herwaldt, 1999; Croft & Coombs, 2003; Piscopo & Azzopardi, 2007). 

Apesar de geralmente ser considerado um fármaco de segunda linha, em 

determinadas áreas do globo, em que o tratamento com antimoniais não é eficaz, a 

anfotericina B apresenta-se como um fármaco de primeira linha (Croft & Olliaro, 2011). 

No entanto, esta opção também tem toxicidade elevada, além de ser bastante dispendiosa 

e de o esquema de tratamento ser complexo (Chappuis et al., 2007).  

Dados os elevados custos e efeitos adversos dos fármacos de primeira linha, novas 

formulações foram estudadas e identificadas. Nomeadamente, a anfotericina B 

lipossomal (AmBisome®) que se apresenta menos tóxica do que a fórmula tradicional e é 

inclusive utilizada como fármaco de primeira linha no tratamento de LV na Europa (Bern 

et al., 2006). No entanto, em áreas endémicas o seu custo é dificilmente suportado 

(Antinori et al., 2012). 

A miltefosina (Impavido® para uso humano e Milteforan® de uso veterinário) foi 

inicialmente desenvolvida como um fármaco para doenças oncológicas e é o primeiro 

fármaco de administração oral para o tratamento de leishmaniose (Soto et al., 2001). 

Apesar de menos tóxica que os antimoniais pentavalentes, a miltefosina é tetrogénica e 

não deve ser administrada a mulheres grávidas (WHO, 2010).  

A paromomicina é um antibiótico aminoglicosídeo com atividade antileishmania 

(Croft & Olliaro, 2011). Este fármaco pode ser utilizado individualmente ou combinado 

com o stibogluconato de sódio (WHO, 2010). Além da inoculação intramuscular, existe 

também uma formulação tópica para LC (Kim et al., 2009). Quando comparada com 

outros fármacos a paromomicina apresenta um custo reduzido (Chappuis et al., 2007).  



I. Introdução 

 

   11 
 

A utilização de pentaminidina (Pentacarinat®) tem sido limitada pelos seus efeitos 

adversos (WHO, 2010). No entanto, é usada como fármaco de segunda linha para o 

tratamento de LV e LC, quando os antimoniais se provam ineficazes (Croft & Coombs, 

2003). 

Relativamente ao tratamento de LC, além da paromomicina para uso tópico, como 

anteriormente referido, e os antimoniais, também o cetoconazol (Saenz et al., 1990) e 

fluconazole (Zvulunov et al., 2002) apresentam atividade leishmanicida.  

O imiquimod e alopurinol são também utilizados no tratamento de LC. Apesar de 

não possuir atividade antileishmania, o Imiquimod, um imunomodulador tópico, 

demonstrou ser efetivo em combinação com o antimoniato de meglumina quando o 

tratamento é ineficaz unicamente com o antimonial (Arevalo et al., 2001). O alopurinol 

tem também a capacidade de aumentar o efeito dos fármacos antimoniais (Martinez & 

Marr, 1992). A terapêutica combinada surge como uma alternativa à dificuldade em obter 

novos fármacos com atividade leishmanicida, incrementando a eficácia do tratamento, 

reduzindo o desenvolvimento de resistências aos fármacos, diminuindo a duração e o 

custo do tratamento (Bryceson, 2001; Chappuis et al., 2007). 

1.9. Outras estratégias de controlo 

O controlo da leishmaniose passa essencialmente por reduzir o contacto dos 

vetores com os hospedeiros. Uma estratégia possível incide na utilização de inseticidas 

em spray, ou o uso de repelentes, diminuindo a possibilidade de ser infetado pelo parasita 

(Sharma & Singh, 2008). Outras estratégias possíveis estão associadas ao uso de coleiras 

inseticidas ou inseticidas de uso tópico pelos reservatórios domésticos (Davies et al., 

2003).  

O desenvolvimento de vacinas parece ser a melhor estratégia para controlar as 

leishmanioses. Após a recente introdução de vacinas para LCan na Europa e no Brasil, 

espera-se a diminuição da transmissão do parasita e a redução da prevalência de LCan. 

2. Resistência a fármacos antileishmania 

Os parasitas possuem um elevado número de estratégias que estão na origem da 

resistência a múltiplos fármacos, nomeadamente: o efluxo ativo, a captação reduzida, as 
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alterações do alvo de membrana, a capacidade de modificação, inativação e excreção do 

fármaco e a competição pelo substrato (Ouellette, 2001). Estas estratégias de resistência 

a fármacos são atualmente o principal problema no controlo de parasitas do género 

Leishmania. A resistência aos fármacos clássicos compromete não só a sua eficácia, mas 

também a eficácia dos novos compostos, devido à emergência de resistência dos parasitas 

(Jones & George, 2005).  

Como anteriormente descrito, os antimoniais pentavalentes têm sido a primeira 

escolha no tratamento da leishmaniose. No entanto, a resistência aos antimoniais é um 

problema grave que têm sido amplamente descrito (Faraut-Gambarelli et al., 1997; Singh, 

2006; Ashutosh et al., 2007; Jeddi et al.,  2011; Decuypere et al., 2012). Diversos estudos 

in vitro têm identificado os transportadores ABC como os responsáveis pelo acentuado 

desenvolvimento de resistência a antimoniais pentavalentes (Légaré et al., 2001; 

Ouellette et al.,  2001; Fadili et al.,  2005; Basu et al.,  2008). 

Apesar de clinicamente a resistência a fármacos de segunda linha não ter a 

proporção da resistência aos antimoniais, a resistência à pentamidina (Coelho et al., 

2007), à anfotericina B (Brotherton et al. 2014), ao cetoconazol (Andrade-Neto et al., 

2012), à paramomicina (Bhandari et al., 2014) e à miltefosina (Castanys-Muñoz et al.,  

2008; Coelho et al., 2012) já foi demonstrada in vitro. A resistência aos fármacos 

existentes e a dificuldade em obter novas formulações eficazes no tratamento das 

leishmanioses remete para um grave problema de controlo desta infeção parasitária. 

2.1. Mecanismos de resistência a fármacos: transportadores ABC 

A superfamília dos transportadores ATP-binding cassette (ABC) é uma das 

maiores famílias de proteínas em procariotas e eucariotas. Os transportadores ABC estão 

implicados na resistência a fármacos em diversos filos. Estão também envolvidos em 

diversos processos celulares como a manutenção da homeostase osmótica, o transporte 

de diversas moléculas através da membrana, o processamento de antigénios, a divisão 

celular, a reparação do DNA, a tradução e a regulação da expressão génica (Higgins, 

1992; Dassa & Bouige, 2001; Sauvage et al., 2009). A distribuição ubiquitosa e origem 

primordial reflete a importância da homeostase celular na importação e concentração de 

nutrientes essenciais, na exportação de toxinas adquiridas do ambiente ou produzidas 
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metabolicamente. Enquanto as bactérias utilizam os transportadores ABC para importar 

e exportar substâncias, os eucariotas utilizam-nos apenas para exportar (Saurin et al., 

1999). Em eucariotas, a maioria das proteínas ABC (Fig. 4) são transportadores que 

compreendem quatro domínios estruturais: dois domínios transmembranares (do inglês 

transmembrane domains, TMD) e dois domínios citosólicos ligados a nucleótidos (do 

inglês cytosolic nucleotide-binding domains, NBD) (Higgins et al.,1988; Jones & George, 

2005). Os NBD contêm os motivos de consenso Walker A e B altamente conservados 

para a ligação de ATP e o motivo de aminoácidos “LSGGQ”, que é reconhecida como a 

sequência de assinatura que distingue estas proteínas de outras ATPases (Walker et 

al.,1982). Os TMD formam o canal de membrana e contêm os locais de ligação ao 

substrato (Fig. 4) e os NBD são os motores moleculares que utilizam a energia química 

potencial do ATP em alterações conformacionais necessárias à condução do influxo ou 

efluxo de moléculas de substrato (Schneider & Hunke, 1998).  

Devido à sua elevada atividade no tráfego de moléculas através da membrana, os 

transportadores ABC estão também envolvidos no fenótipo de resistência a múltiplos 

fármacos (do inglês multidrug resistance, MDR) em diversos microrganismos e em 

mamíferos. São diversos os mecanismos que poderiam explicar o aumento da atividade 

dos transportadores ABC que estão na origem da resistência a diversos compostos. Entre 

estes, destacam-se o possível aumento da quantidade de proteínas ABC devido à 

amplificação de genes ou a sobrexpressão e/ou mutações pontuais na sequência genómica 

(Sauvage et al., 2009).  

Com base na similaridade da estrutura dos genes, a ordem dos domínios, e a 

homologia da sequência dos domínios NBD e TMD, as proteínas ABC de eucariotas 

podem ser divididas em oito famílias (ABCA a ABCH), sete das quais (ABCA a ABCG) 

são encontradas nos genomas humano. Das famílias de transportadores ABC em 

humanos, ABCB (subfamília glicoproteína-P, do inglês P-Glycoprotein, Pgp), ABCC 

(subfamília MRP, do inglês multidrug resistance-associated proteins) e ABCG (ABCG2) 

estão associadas ao fenótipo MDR em células cancerígenas. Estas proteínas ABC 
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aumentam a resistência aos fármacos por incremento do efluxo da célula, diminuindo a 

concentração intracelular efetiva de fármaco (Sauvage et al., 2009).  

Figura 4: Estrutura dos transportadores ABC. A maioria das proteínas ATP-binding cassette (ABC) são 

transportadores que compreendem quatro domínios estruturais: dois domínios transmembranares (do inglês 

transmembrane domains, TMD) e dois domínios citosólicos ligados a nucleótidos (do inglês cytosolic nucleotide-

binding domains, NBD). Os TMD formam o canal de membrana e contêm os locais de ligação ao substrato e os NBD 

são os motores moleculares que utilizam a energia química potencial do ATP em alterações conformacionais 

necessárias à condução do influxo ou efluxo de moléculas de substrato (Adaptado de Locher, 2009). 

2.2. Transportadores ABC de Leishmania 

Através de um estudo detalhado do genoma de L. infantum e L. major foi possível 

identificar por completo a família das proteínas ABC em Leishmania. Das 42 ORF (do 

inglês open reading frames) identificadas, 32 codificam transportadores ABC e as 

restantes codificam para proteínas ABC sem TMD (Leprohon et al., 2006). Os parasitas 

do género Leishmania apresentam maior expansão dos genes ABCA, ABCC e 

ABCG.Várias ORF homólogas foram também encontradas em T. brucei e T. cruzi. 

Comparativamente, Leishmania é um dos parasitas como maior número de proteínas 

ABC (Sauvage et al. 2009).  
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2.2.1. Subfamília ABCA 

L. major e L. infantum possuem 10 proteínas homólogas com a família ABCA de 

mamíferos (ABCA1 – ABCA10). Dois genes ABCA em L. major e L. infantum que 

codificam as proteínas ABCA4 e ABCA8 (Leprohon et al., 2006) possuem homólogos 

no genoma de L. tropica. ABCA8 localiza-se na região da bolsa flagelar e na membrana 

plasmática enquanto ABCA4 se encontra na bolsa flagelar e nas vesiculas internas. Estas 

proteínas estão envolvidas no tráfego de fosfolípidos que pode resultar em modificações 

de superfície para moléculas específicas, algumas das quais envolvidas na infetividade 

do parasita (Parodi-Talice, 2003; Araújo-Santos et al., 2005).  

2.2.2. Subfamília ABCB 

No genoma de Leishmania foram também identificados quatro genes pertencentes 

à família ABCB. ABCB4 (MDR1) e ABCB2 (MDR2) são homólogos da Pgp, enquanto 

a função das proteínas ABCB1 e ABCB3 ainda não é conhecida. 

Em cinco estirpes de Leishmania resistentes à vinblastina (Henderson et al., 1992; 

Chow et al., 1993; Gueiros-Filho et al.,  1995) ou daunorubicina (Chiquero et al.,  1998) 

foi identificada, pela primeira vez neste parasita, uma proteína homóloga da Pgp, a 

ABCB4 (Chiquero et al. 1998). Nestas estirpes foi ainda verificado um aumento do efluxo 

do substrato fluorescente rodamina 123 (Gueiros-Filho et al., 1995), indicando que a 

resistência aos fármacos ocorre por efluxo (Pérez-Victoria et al., 2001).  

Foi também comprovado que L. mexicana e L. donovani resistentes à pentamidina 

apresentam mecanismos de transporte e/ou exclusão de pentamidina através da 

mitocôndria (Mukherjee et al., 2006). Por sua vez, em L. enrietti, o número de cópias do 

gene que codifica a proteína ABCB4 (MDR1) foi também relacionado com a acumulação 

de pentamidina. Pensa-se ainda que o nível de ferro pode ter um efeito modulador na 

capacidade de ABCB4 transportar fármacos para um compartimento intracelular que se 

encontra ligado á mitocôndria (Wong & Chow, 2006). MDR1 parece também estar 

envolvido na resistência à paramomicina (Bhandari et al., 2014), à miltefosina (Pérez-

Victoria et al., 2011) e à anfoterecina B (Purkait et al., 2012). 

A proteína ABCB2 (MDR2) é o segundo membro da família ABCB, homóloga 

da Pgp identificada em L. amazonensis (Katakura et al.,  2004). Tem 47% de identidade 
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com a proteína mais proximamente relacionada, ABCB4, que está envolvida na 

resistência a fármacos (Gueiros-Filho et al., 1995; Katakura et al., 1999). Parasitas 

geneticamente modificados com sobrexpressão do gene que codifica ABCB2 

apresentaram resistência significativa ao 5-fluorouracil, mas não aos substratos de 

ABCB4 (Katakura et al.,  2004).  

2.2.3. Subfamília ABCC 

A segunda maior família de proteínas ABC em Leishmania é a família ABCC com 

oito membros identificados. Seis dos quais pertencem à subfamília MRP. 

 ABCC3 (PGPA ou MRPA) foi o primeiro gene a ser identificado e localiza-se no 

DNA extracromossómico, no circulo H de promastigotas de L. tarentolae (Ouellette et 

al., 1990) e L. major (Callahan & Beverley, 1991). ABCC3 é frequentemente amplificada 

em parasitas do género Leishmania resistentes ao antimonial e a fármacos que contêm 

arsenite (Callahan & Beverley, 1991; Haimeur et al., 2000). Um transportador MDR-like 

foi também identificado em isolados clínicos de L. donovani que aparentemente 

desenvolveram resistência a antimoniais (Singh et al., 2007). O nível de resistência 

conferido por ABCC3 varia consoante as espécies de Leishmania conduzindo á hipótese 

de que ABCC3 depende de outros fatores para conferir elevados níveis de resistência, 

podendo esses fatores variar de espécie para espécie (Pérez-Victoria et al., 2001). ABCC3 

localiza-se na membrana vesicular intracelular junto à bolsa flagelar, pelo que é possível 

que esta proteína confira resistência por sequestração de conjugados de metal-tiol  

(Légaré et al., 2001). MRPA está também envolvido na resistência à paramomicina 

(Bhandari et al.,  2014).  

Outros quatro membros da família ABCC estão igualmente identificados em 

Leishmania: ABCC2 (PgpB), ABCC1 (PgpC), ABCC5 (PgpD) e ABCC4 (PgpE). No 

entanto, apenas o homólogo de ABCC4 de L. tropica mostrou estar sobrexpresso numa 

linha celular resistente (Gamarro et al., 1994).  

ABCC7, também denominado PRP1 (do inglês pentamidine resistance protein 1), 

foi identificado por conferir resistência à pentamidina quando foi transfetado em 

promastigotas e amastigotas de L. major e de L. infantum (Coelho et al., 2003; 2007). Por 

outro lado, o aumento da expressão de PRP1 não foi observado em L. amazonensis 
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quando a resistência foi gerada por pressão de fármaco (Coelho et al., 2008). Tal como 

ABCC3, ABCC7 é também uma proteína intracelular relacionada com a endocitose e 

exocitose (Dodge et al., 2004; Coelho et al., 2006; 2007; ), o que coloca a hipótese de 

que ABCC7 confere resistência sequestrando a pentamidina em vesiculas que serão 

exocitadas através da bolsa flagelar (Coelho et al.,  2006). 

2.2.4. Subfamília ABCG 

A família ABCG é constituída por seis transportadores ABC. Dois dos quais, 

ABCG4 e ABCG6 codificam proteínas relacionadas com o tráfego fosfolipídico e 

mecanismos de resistência a fármacos. A sobrexpressão dos transportadores ABCG4 

(Castanys-Muñoz et al., 2007) e ABCG6 (Castanys-Muñoz et al., 2008) representa 

resistência à miltefosina em L. infantum, enquanto a sobrexpressão do transportador 

ABCG6 esta envolvido na resistência à captotecina em L. donovani (BoseDasgupta et al., 

2008). Ambas as proteínas localizam-se na membrana plasmática e região da bolsa 

flagelar do parasita (Castanys-Muñoz et al., 2007; 2008). Não obstante, ABCG2 está 

também relacionada com a infetividade do parasita (Campos-Salinas et al. 2013).  

Foi ainda demonstrado que a expressão dos genes dos transportadores ABC pode 

ser diferente consoante a forma do parasita: ABCA3 e ABCG3 estão preferencialmente 

expressos na forma amastigota, enquanto ABCF3 predomina em promastigotas 

(Leprohon et al.,  2006). Além dos membros das famílias ABCD (3), ABCE (1), ABCF 

(3) e ABCH (3) existem três proteínas ainda não caracterizadas em Leishmania. ABCI14, 

o último transportador identificado e caracterizado, aparentemente encontra-se envolvido 

no efluxo de antimoniais (Manzano et al., 2013). 

2.3. Estratégias para controlar a resistência aos fármacos 

Devido à emergente resistência aos fármacos clássicos utilizados no tratamento 

das leishmanioses é necessário monitorizar a evolução da resistência, supervisionar os 

níveis de adequação e sucesso da terapia com os fármacos disponíveis, diminuir os custo 

da terapêutica, aumentar o seu acesso e desenvolver métodos de diagnóstico não 

invasivos que permitam monitorizar a resistência (Croft et al., 2006). A terapêutica 

combinada parece ser também uma estratégia para o tratamento de LV e LC, uma vez que 

não só previne a resistência aos fármacos, como promove o sinergismo entre compostos, 
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diminui as doses necessárias e consequentemente a toxicidade, duração e custo do 

tratamento e aumenta o espectro de atividade (Croft et al., 2006; Pérez-Victoria et al.,  

2011; Santarem et al.,  2014). 

Dada a envolvência comprovada dos transportadores ABC no desenvolvimento 

de resistências aos fármacos utilizados no tratamento da leishmaniose é prioritário 

encontrar compostos que não sejam substratos de transportadores associados ao fenótipo 

de MDR e que tenham outros alvos (Balaña-Fouce et al., 2014).  

Outra solução que tem vindo a ser estudada é o desenvolvimento de compostos 

capazes de inibir ou modular a atividade das bombas de efluxo do parasita (Croft et al.,  

2006; Singh et al., 2007), dado que competem pelo local de ligação do fármaco aos TMD 

(Ambudkar et al., 1999). A melhor estratégia para prevenir a emergência de resistências 

seria um largo espetro de compostos com diferentes alvos e sem resistência cruzada (Croft 

et al., 2006; Mandal et al., 2009;  Antinori  et al., 2012). 

2.3.1. Inibidores dos transportadores ABC 

O uso de inibidores de bombas de efluxo (do inglês efflux pump inhibitors, EPI) 

tem sido estudado com o intuito de potenciar a atividade de antibióticos. O 

desenvolvimento destes compostos tem como principal objetivo diminuir o nível de 

resistência intrínseca, reverter a resistência adquirida e promover o decréscimo do 

fenótipo MDR (Lomovskaya &Watkins, 2001). Além de reverterem ou modularem a 

atividade dos transportadores, os EPI podem também ser substratos das bombas que 

inibem (Li & Nikaido, 2009). Vários trabalhos em parasitas do género Leishmania têm 

utilizado EPI para caracterizar o envolvimento dos transportadores ABC na resistência 

aos fármacos clássicos existentes (Essodaïgui et al., 1999; Mandal et al., 2009; Shokri et 

al., 2012). A tabela 1 ilustra alguns dos compostos conhecidos com capacidade de inibir 

bombas que provocam o efluxo de fármacos e, consequentemente, revertem o fenótipo 

MDR. São também descritos alguns EPI que inibem as bombas Pgp como forma de alterar 

o fenótipo MDR. 

Apesar dos resultados verificados na inibição e caracterização de bombas de 

efluxo associadas ao fenótipo MDR utilizando EPI, a utilização destes moduladores na 

clínica é dificultada pela reduzida efetividade dos inibidores de primeira geração, como 
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por exemplo o verapamil. Os inibidores de segunda geração, derivados dos compostos 

iniciais, potenciam a atividade inibitória e apresentam toxicidade reduzida. Por sua vez, 

os compostos de terceira geração têm menor toxicidade e melhor interação com os 

compostos (Ponte-Sucre,  2007; Yang et al., 2008). Compostos fitoquímicos, com baixa 

toxicidade, estão ainda a ser explorados sendo classificados como compostos de quarta 

geração. 

Tabela 1: EPI moduladores de MDR e inibidores de Pgp 

Moduladores de MDR Moduladores de MDR e Inibidores das Pgp 

Promazina (Roohparvar et al., 2007)   
Tioridazina ( Viveiros et al.,2008;  Spengler et 

al., 2014) 

Ortovanadato de sódio (Lee et al., 2003) 
Verapamil (Chiquero et al., 1998; Kaur & Dey, 

2000; Spengler et al., 2014) 

 Phe-Arg Beta-Naphthylamide (PAßN)  

(Viveiros et al., 2008; Barreroa et al., 2014) 
Prometazina (Kars et al., 2008; Pajak et al.,2005) 

Carbonyl cyanide m-chlorophenylhy-drazone 

(CCCP) (Viveiros et al., 2008) 
Omeprazole (Ponte-Sucre, 2007) 

Clorpromazina (Viveiros et al., 2008) Reserpina (Lee et al., 2003) 

Quercetina (Roohparvar et al., 2007) Cicloporina A (Chiquero et al., 1998) 

Oubaína (Amaral et al.,  2007)  

Probenecid (Bošnjak et al.,2014)  

 

3. Novos compostos 

Na ausência de vacinas e tendo em conta a elevada toxicidade e reduzida 

efetividade dos atuais fármacos utilizados no tratamento das leishmanioses, é crucial o 

desenvolvimento de novos compostos com atividade antileishmania. 

A pesquisa de novos compostos com atividade antileishmania foca-se atualmente 

no estudo de compostos utilizados no tratamento de outras doenças e de biocompostos. 

Diversos compostos com potencial atividade antileishmania têm sido isolados, dos quais 



I. Introdução 

 

20 
 

se destacam os alcaloides; as isoquinolinas; e benzoquinolizidinas; os terpenóides, 

incluindo os triterpenos, esteróides, saponinas, sesquiterpenos e diterpenos; e 

flavonóides, principalmente isoflavonas e chalconas (Passero et al., 2013). 

3.1.Triterpenos: ácido ursólico e ácido oleanólico 

O ácido ursólico e oleanólico, dois triterpenos amplamente distribuídos nas 

plantas, encontram-se em frações bioativas de Asteraceaes, Baccharis dracunculifolia, 

Baccharis uncinella, Miconia langsdorffii e Pseudelephantopus spicatus, nas Lamiaceae, 

Ocimun sanctum e Salvia ciclica e na Moraceae Pourouma guianensis. Estes compostos 

apresentaram atividade antileishmania em promastigotas de L. amazonensis e L. 

braziliensis (Passero et al., 2011), L. donovani e L. major (Begum et al., 2014) e L. 

infantum (Musayeib et al., 2013). Assim como em amastigotas axénicos de L. 

amazonensis (Odonne et al., 2011). Curiosamente, os dois ácidos conjugados revelaram 

menor atividade quando comparados com os compostos em separado (Peixoto et al., 

2011). Na forma amastigota intracelular, estes triterpenos evidenciaram elevada atividade 

antileishmania (Torres-Santos et al., 2004) enquanto na forma promastigota apresentaram 

atividade moderada (Tan et al., 2002). Os efeitos citotóxicos destes compostos ainda é 

um assunto controverso (Torres-Santos et al., 2004;  Passero et al., 2011). No entanto, 

alguns autores identificaram os triterpenos como uma alternativa ao tratamento de LC, 

uma vez que apresentaram efeito semelhante à terapêutica in vivo com anfotericina B 

(Passero et al., 2011; Yamamoto et al., 2014) .  

O ácido ursólico revelou maior atividade antileishmania do que o ácido oleanólico 

(Torres-Santos et al., 2004; Ayub et al., 2014;). E ambos os compostos evidenciaram 

atividade superior em promastigotas e amastigotas quando comparados com o 

antimoniato de meglumina (Torres-Santos et al., 2004). O mecanismo de ação destes 

compostos ainda não está descrito. Sabe-se apenas que a ação é direcionada para a forma 

amastigotas (Passero et al., 2011). 

3.2.Flavonóides: chalconas e quercetina 

3.2.1. Chalcona CH8 

Várias chalconas e seus derivados têm sido descritas como potenciais compostos 

antileishmania. Análogos das chalconas apresentaram elevada atividade antileishmania 
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em promastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis, L. donovani, L. infantum, L.major e 

L. enrietti, sendo que em alguns casos é significativamente superior quando comparada 

com a pentamidina (Borges-Argáez et al.,  2007; Andrighetti-Fröhner et al.,  2009; Bello 

et al., 2011; Mello et al., 2014). Análogos sintéticos de chalcona evidenciaram também 

elevada atividade em amastigotas intracelulares de L. infantum e L. braziliensis (Roussaki 

et al.,  2013; Mello et al., 2014). Sendo que em amastigotas intracelulares de L. donovani, 

algumas chalconas revelaram maior atividade antiparasitária do que a miltefosina 

(Shivahare et al.,  2014). Assim como em alguns casos provaram serem seletivos para 

promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis e mais eficazes do que o 

fármaco de referencia, Pentostam 
® (Boeck et al., 2006).  

Aparentemente a citotoxicidade é variável consoante os análogos. Borges-Argáez 

et al.,  (2007)  referiram que chalcona 7 apresenta alguma citotoxicidade enquanto outros 

autores relataram citotoxicidade reduzida em macrófagos por outras chalconas (Hermoso 

et al.,  2003;  Mello et al.,  2014;). Ensaios in vitro revelaram que as chalconas são efetivas 

no tratamento de LC (Piñero et al., 2006; Gupta et al., 2014; Shivahare et al., 2014).  

A chalcona 8 (CH8) é um análogo nitrogenado sintetizado a partir da chalcona 

natural 2´,6´-dihydroxy-4´-methoxychalcone (DMC) isolada da planta Piper aduncum 

(Torres-Santos et al., 1999; Rossi-Bergmann  et al., 2012). A DMC parece interferir com 

a síntese de esteróis específicos de Leishmania (Torres-Santos et al., 2009).  

Boeck et al., (2006) demonstraram que CH8 apresenta elevada seletividade para 

promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade reduzida. O mesmo autor 

provou ainda a efetividade da CH8 in vivo e com eficácia superior à do estibogluconato 

de sódio. Em relação à LV, a atividade de CH8 é extensível a promastigotas de L. 

infantum. Trabalhos realizados pelo nosso grupo determinaram que a CH8 é mais eficaz 

em promastigotas do que em amastigotas, sendo mais eficaz nas duas formas do que a 

anfotericina B (Silva,  2014). 

3.2.2. Quercetina 

 A quercetina é um derivado agliconado da quercitrina isolada de Kalanchoe 

pinnata (Muzitano et al., 2006), presente naturalmente em alimentos (Manjolin et al., 

2013). Em alimentos e plantas, o flavonóide encontra-se na sua forma glicosilada, 
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denominada de quercitrina, que ao ser hidrolisada no intestino delgado, origina a 

quercetina (Crespy et al., 2001). Este flavonóide tem sido descrito como um inibidor do 

transportador MRP1 em células cancerígenas (Leslie et al., 2001), de bombas de efluxo 

em fungos (Roohparvar et al. 2007) e da arginase em L. amazonenis (Silva et al., 2012; 

Manjolin et al., 2013). A sua ação antiparasitária parece estar relacionada com a alteração 

de funções da mitocôndria (Fonseca-Silva et al., 2011). 

A atividade antiparasitária da quercetina já foi demonstrada em promastigotas e 

amastigotas de L. donovani (Mittra et al., 2000; Camacho et al., 2002; Tasdemir et al.,  

2006)  e de L. amazonensis (Montrieux et al., 2014). A eficácia da combinação de 

quercetina com outros fármacos antileishmania já foi também estudada (Sen et al., 2005). 

Assim como a associação com outros compostos de forma a prevenir a citotoxicidade 

(Sem et al., 2007; 2008), uma vez que este flavonóide causa alguns efeitos citotóxicos 

em macrófagos murinos (Mari et al., 2009; Montrieux et al., 2014). Tasdemir et al. (2006) 

e  Muzitano et al. (2009) demonstraram também a potencial atividade antiparasitária da 

quercetina in vivo. Um caso clínico foi também tratado com quercetina, tendo revertido 

as lesões cutâneas, sem aparentemente causar qualquer tipo de toxicidade (Torres-Santos 

et al., 2003).  

Devido a algumas limitações da terapia com quercetina, estratégias como a 

utilização das nanopartículas têm sido estudadas. O uso de quercetina associada a 

nanoparticulas poderia facilitar a absorção dos compostos, potenciar a sua ação e reduzir 

a toxicidade (Das et al., 2013). 

 

Objetivos 

O conjunto de trabalhos que integram esta dissertação teve como objetivo 

principal caracterizar a internalização de fármacos antileishmania clássicos e de novos 

compostos por promastigotas e amastigotas axénicos e de macrófagos parasitados por 

quatro espécies diferentes de Leishmania causadoras de LV e de LTA, identificando vias 

e mecanismos que privilegiem a destruição do parasita pelos fármacos, minimizando em 

simultâneo, qualquer ação potencial sobre a célula hospedeira. 
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Os objetivos específicos foram os seguintes: 

 

1. Avaliar em tempo real a atividade de efluxo em macrófagos e parasitas do género 

Leishmania 

A atividade de efluxo de macrófagos de murganhos, promastigotas e amastigotas 

axénicos de L. infantum, L. amazonensis, L. shawi e L. guyanensis foi analisada através 

de um método fluorimétrico semi-automático que quantifica a acumulação de EtBr em 

tempo real, utilizando o termociclador Rotor-Gene 3000. 

 

2. Analisar a citotoxidade e atividade antileishmania dos EPI 

A citotoxicidade da tioridazina, promezina, prometazina, verapamil, ortovanadato 

de sódio e Phe-Arg Beta-Naphthylamide foi avaliada in vitro em macrófagos de 

murganhos e em promastigotas axénicos de L. infantum, L. amazonensis L. shawi e L. 

guyanensis utilizando o método da resazurina. A eventual atividade antileishmania e 

seletividade dos compostos foram também analisadas. 

 

3. Caraterizar a internalização de fármacos clássicos e novos compostos com 

atividade antileishmania  

A citotoxicidade e atividade antileishmania de antimoniato de meglumina, 

miltefosina, ácido ursólico, CH8, quercetina e a combinação ácido oleanólico e ácido 

ursólico foram caracterizadas in vitro, em macrófagos de murganhos e promastigotas 

axénicos de L. infantum, L. amazonensis L. shawi e L. guyanensis, utilizando o método 

da resazurina. A seletividade dos fármacos clássicos e novos compostos foi também 

avaliada. 

 

4. Caraterizar a internalização de fármacos clássicos e novos compostos por 

macrófagos parasitados por Leishmania spp. 

Após a infeção de macrófagos de murganhos infetados com L. infantum, L. 

amazonensis, L. shawi e L. guyanensis e tratamento com fármacos clássicos, novos 

compostos ou com os compostos em combinação com EPI, a taxa de infeção foi avaliada 

pelo método da diluição limite (LDA). O eventual estabelecimento de interações entre os 

compostos foi também analisado. 
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II. Material e Métodos 

1. Macrófago 

A linha celular P388D1 (ATCC, EUA) isolada de linfoma de murganho é 

considerada uma linha celular de linfoblastos com características de macrófago 

(macrófago-like), com elevada capacidade fagocítica e de expressão de moléculas de 

classe II do complexo maior de histocompatibilidade (haplótipo H-2d/d) (Campos-Neto et 

al., 1995). 

1.1. Cultura da linha celular P388D1  

Para cultivar a linha celular P388D1 foi utilizado RPMI (do inglês Roswell  Park 

Memorial Institute  culture  médium) 1640 (Lonza, Bélgica) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (v/v) (do inglês fetal bovine sérum, FBS) (Sigma-Aldrich, Alemanha), 

previamente inativado pelo calor (56 °C durante 30 min), 2 mM de L-glutamina (Merck, 

Alemanha), 50 U.mL-1 de penicilina (Sigma-Aldrich) e 50 µg.mL-1 de estreptomicina 

(Sigma-Aldrich). Os macrófagos foram cultivados em suspensão a 37 °C, 5% de CO2 em 

atmosfera húmida, tendo sido adicionado meio a cada 2 a 3 dias, de modo a manter uma 

concentração celular de cerca de 2 × 106 macrófagos.mL-1.  

2. Parasitas 

No âmbito desta dissertação foram utilizadas três espécies de Leishmania que 

originam a forma clínica cutânea (L. amazonensis, L. guyanensis e L. shawi) e uma 

espécie que origina a forma clínica visceral (L. infantum). Sendo ainda de referir que 

foram utilizadas duas estirpes distintas de L. amazonensis e de L. infantum foram 

utilizados promastigotas virulentos e avirulentos. 

2.1. Estirpes de parasitas 

2.1.1. Leishmania (L.) infantum 

L. (L.) infantum (MCAN/PT/2012/IMT0005SG) foi isolada de um caso de 

leishmaniose canina (LCan) ocorrido no município do Seixal, Setúbal, Portugal e mantido 

em murganhos BALB/c por passagens sucessivas. Promastigotas virulentos, isolados do 

baço de murganhos infetados, foram mantidos até à quarta passagem em cultura, 
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inclusive. Por sua vez, promastigotas com seis ou mais passagens foram utilizados como 

parasitas avirulentos (Santos-Gomes & Abranches 1996; Moreira et al., 2012). 

2.1.2. Leishmania (L.) amazonensis 

Em todos os ensaios descritos nesta dissertação foram utilizadas duas estirpes da 

espécie L. (L.) amazonensis: MHOM⁄BR⁄1973⁄M2269 e IFLA/BR/67/PH8 gentilmente 

cedidos, respetivamente, pelo Doutor Luiz Felipe Passero, do Laboratório de Patologia 

de Moléstias Infeciosas, Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, Brasil 

(LPMI-FMUSP) e pela Doutora Liliane Rocha, do Laboratório de Leishmaniose e 

Doença de Chagas, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazónia, Manaus, Brasil 

(LLDC-INPA). 

A estirpe HOM de L. (L.) amazonensis (MHOM⁄BR⁄1973⁄M2269) foi isolada de 

um paciente com LTA, no Estado do Pará, Brasil. Os parasitas foram identificados por 

anticorpos monoclonais e perfis de isoenzimas no Instituto Evandro Chagas, Belém, 

Estado do Pará, Brasil (Yamamoto et al., 2013). Em todos os ensaios foram utilizados 

promastigotas com menos de quinze passagens em cultura. 

A estirpe PH de L (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foi isolada de um 

flebotomídeo, em Belém, no Estado do Pará, Brasil. A identificação foi determinada por 

isoenzimas no Instituto Evandro Chagas (Machado et al., 1994). Os parasitas utilizados 

nos ensaios tinham mais de trinta passagens em cultura. 

2.1.3. Leishmania (V.) shawi  

L. (V.) shawi (MHOM/BR/96/M15789) foi isolada de um paciente com LC, na 

cidade de Buriticupu, Estado do Maranhão, Brasil e mantidos em murganhos BALB/c, 

sendo posteriormente isolados a partir de lesões nas patas dos animais. Esta estirpe foi 

classificada por anticorpos monoclonais e isoenzimas no Instituto Evandro Chagas 

(Passero et al., 2012) e gentilmente cedida pelo Doutor Luiz Felipe Passero (LPMI-

FMUSP). Os promastigotas utilizados tinham menos de vinte passagens em cultura. 
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2.1.4. Leishmania (V.) guyanensis 

Os parasitas L. (V.) guyanensis (MHOM/BR/2001/M19663) foram isolados de um 

paciente com LTA, em Santarém no estado do Pará, Brasil e gentilmente cedidos pelo 

Doutor Luiz Felipe Passero (LPMI-FMUSP). A estirpe foi identificada por isoenzimas 

no Instituto Evandro Chagas. Os parasitas utilizados tinham mais de vinte passagens em 

cultura. 

2.2. Cultura de promastigotas axénicos 

A cultura de promastigotas foi realizada em meio de Schneider (do inglês 

Schneider's Insect Medium, SCHN, Sigma-Aldrich) contendo L-glutamina e 

suplementado com 10% (v/v) de FBS inativado, 100 U.mL-1 de penicilina (Sigma-

Aldrich), 100 µg.mL-1 de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e a pH 7,2. Os parasitas foram 

incubados a 24 °C em estufa refrigerada (Lovibond, Alemanha). 

2.3. Cultura de amastigotas axénicos 

De forma a obter amastigotas axénicos adaptou-se o método desenvolvido por 

Dias Costa et al. (2009) e Goyard et al. (2003). Colocaram-se 2×106 promastigotas em 

meio de SCHN suplementado com 0,5% (m/v) de L-glutamina, 10% (v/v) de FBS 

inativado, 100 U.mL-1 de penicilina, 100 µg.mL-1 de estreptomicina e 2% (v/v) de urina 

humana estéril, proveniente de um dador saudável do sexo masculino. O pH final foi 

acertado para 5,5. Os parasitas foram incubados a 37 °C, 5% de CO2 em atmosfera húmida 

durante 15 dias. 

2.4. Visualização das formas promastigota e amastigota 

De forma a garantir a total transformação das formas promastigotas em 

amastigotas axénicos pelo protocolo adaptado, além de terem sido analisadas 

morfologicamente por microscopia ótica, foram também visualizadas por microscopia 

eletrónica de varrimento. 

2.4.1. Preparação das amostras 

A concentração (parasitas.mL-1) de promastigotas metaclíclicos e amastigotas 

axénicos foi calculada por microscopia ótica, utilizando um hemacitómetro (câmara de 

Neubauer). A concentração foi ajustada para 2×106 parasitas.mL-1 por centrifugação 
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(1800×g durante 10 min) e ressuspendida em 250 µL de uma solução de tampão fosfato 

1× (do inglês phosphate buffered saline, PBS, Lonza) com 2% de paraformaldeído 

(Sigma-Aldrich). Após incubação de 20 min a 4 ºC foram novamente centrifugados, 

ressuspendidas em 250 µL de PBS 1× e guardados a 4 °C. 

2.4.2. Microscopia Eletrónica de Varrimento 

As amostras foram colocadas numa malha millipore e imersas em solução de 

Karnovsky (Sigma-Aldrich). Posteriormente, foram lavadas com tampão de cacodilato de 

sódio a 0,1 M, pH 7.2 – 7.4 (Sigma-Aldrich) e fixadas com solução de tetróxido de ósmio 

(OsO4) a 2% (Sigma-Aldrich) durante 1 h. Terminado este período, as amostras foram 

novamente lavadas com tampão cacodilato de sódio e desidratadas com ciclos de etanol 

a diferentes percentagens (30, 50, 70,80, 90 e 100%). De seguida as amostras foram secas 

e revestidas com partículas de ouro de paládio. As amostras foram montadas em stubs, 

observadas em microscópio eletrónico de varrimento (JEOL 5200-LV) e fotografadas. A 

microscopia eletrónica de varrimento foi gentilmente realizada pela Professora Doutora 

Graça Alexandre-Pires da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de Lisboa.  

3. Avaliação em tempo real da atividade de efluxo em macrófagos e parasitas do 

género Leishmania 

3.1. Método fluorimétrico semi-automático em tempo real 

Com o objetivo de clarificar o envolvimento dos transportadores de membrana no 

efluxo dos fármacos, habitualmente utilizados no tratamento da leishmaniose utilizou-se 

um método semi-automático desenvolvido por Viveiros et al., (2008) que quantifica a 

acumulação de brometo de etídio (EtBr) em tempo real. Esta técnica é realizada num 

termociclador Rotor-GeneTM 3000 (Corbett Research, Austrália) que utiliza um programa 

que permite fazer a leitura em tempo real da fluorescência emitida. Os comprimentos de 

onda de excitação e emissão do EtBr são, respetivamente, 530 nm e 585 nm, e a 

fluorescência é lida em ciclos de 60 seg, a 37 °C. Esta técnica tem sido bastante utilizada 

no estudo de bombas de efluxo em bactérias mas, até à realização deste trabalho nunca 

tinha sido aplicado a protozoários.  
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Este método fluorimétrico semi-automático permite avaliar o transporte contínuo 

de substratos fluorescentes através da membrana celular de células eucariotas viáveis. A 

fluorescência pode ser correlacionada com o aumento da atividade de efluxo e o 

decréscimo da permeabilidade na presença constante de fármacos, uma vez que, a cinética 

do transporte reflete o balanço entre a acumulação intracelular de substrato por difusão 

passiva decorrente da permeabilidade da membrana e a extrusão ativa através das bombas 

de efluxo (Viveiros et al., 2008).  

O EtBr (substrato das bombas de efluxo) é um composto fluorescente 

frequentemente utilizado para monitorizar o transporte do fluorocromo através da 

membrana celular utilizando os sistemas de efluxo. Este composto gera um sinal 

quantificável que é amplificado no interior da célula e reduzido no exterior (Viveiros et 

al., 2010).  

3.1.1. Preparação das amostras 

Anteriormente a cada ensaio, a concentração (parasitas.mL-1) de promastigotas 

metaclíclicas e amastigotas axénicos em cultura foi determinada por microscopia ótica 

utilizando um hemacitómetro. As culturas foram centrifugadas a 1800×g, durante 10 min 

com solução de cloreto de sódio (NaCl) a 0,9 % (m/v) estéril e a concentração ajustada 

para 1×106 células.mL-1. Processo idêntico foi realizado com macrófagos não parasitados. 

O número de células viáveis foi calculado por microscopia ótica utilizando um 

hemacitómero e por exclusão do corante azul de tripano. 

3.1.2. Determinação da concentração de EtBr  

De forma a determinar a concentração não tóxica de EtBr e que não provoque 

acumulação no interior das células durante o período do ensaio, alíquotas de 95 µL (1×106 

células.mL-1) de macrófagos e parasitas foram transferidas para microtubos de 0,2 mL, 

aos quais se adicionou 5 µL de uma solução de modo a obter concentrações finais 

variáveis de EtBr (Sigma-Aldrich): 0,25; 0,5; 1 e 2 µg.mL-1. Após cada ensaio, a 

viabilidade dos macrófagos e promastigotas foi avaliada por microscopia ótica. No caso 

dos macrófagos, esta avaliação foi realizada com o corante de exclusão azul de tripano. 

Enquanto nos promastigotas a viabilidade foi constatada pela observação da mobilidade. 

Nos amastigotas, que não apresentam flagelo livre e são praticamente imóveis, a 
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viabilidade foi analisada por reversão para promastigotas. Os amastigotas que restaram, 

após terem sido retirados os parasitas necessários para a realização dos ensaios, foram 

colocados em meio SCHN suplementado com 10% (v/v) de FBS a pH 7,2 e a 24 °C e a 

reversão para promastigotas verificada ao fim de 30 dias por microscopia ótica.  

A curva de acumulação de EtBr (UFa, número de unidades arbitrárias de 

fluorescência/minuto) permite avaliara acumulação/efluxo basal e possíveis alterações 

induzidas por inibidores/moduladores de bombas de efluxo (EPI). Este método permite 

identificar compostos que atuam como inibidores de bombas de efluxo, uma vez que 

quanto mais EtBr é retido no interior das células maior a fluorescência obtida. A 

concentração adequada de EtBr a utilizar nos ensaios foi determinada com base na curva 

de acumulação obtida para cada concentração. 

Na escolha da concentração de EtBr a utilizar foi tido em conta dois critérios: a 

toxicidade e o efluxo do composto. Foi selecionada a concentração de EtBr que não afetou 

a viabilidade celular no período do ensaio e a mais alta concentração que não originou 

acumulação do composto no interior das células e dos parasitas. 

A partir dos resultados obtidos, foram determinados os seguintes critérios de 

acumulação de EtBr: ausência de acumulação traduzida por valores obtidos em 

macrófagos e parasitas não tratados, em oposição à acumulação representado por valores 

superiores ao valor indicativo de cut-off (VIC). O VIC foi determinado com base no 

resultado do somatório dos valores dos controlos negativos acrescido duas vezes do valor 

do desvio padrão. 

3.1.3. Inibidores de bombas de efluxo (EPI) 

Diferentes compostos conhecidos como EPI foram testados: Tioridazina (TZ), 

Promezina (PZ), Prometazina (PMZ), Verapamil (VER), Ortovanadato de sódio (ORT) e 

Phe-Arg Beta-Naphthylamide (PAßN) (Sigma-Aldrich). Todas as soluções foram 

preparadas em água destilada e esterilizadas por filtração utilizando microfiltros de 0,22 

μm. 
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3.1.4. Ensaio de acumulação de EtBr  

Posteriormente à determinação da concentração mínima de EtBr para a qual foi 

obtido sinal, foram distribuídas alíquotas de 1×106 células.mL-1 de macrófagos e de 

parasitas para tubos de 0,2 mL, às quais se adicionou 5µL das soluções stock dos vários 

compostos. E por último foram adicionados 5µL de solução stock de EtBr de modo a 

obter a concentração final de 0,5 µg.mL-1. As concentrações utilizadas (para as quais se 

obteve sinal quantificável com a metodologia utilizada e em células eucariotas) 

encontram-se descritas na Tabela 2. 

Tabela 2: Concentrações dos EPI utilizadas nos ensaios de acumulação de EtBr. Diferentes concentrações   

(µg.mL-1) de TZ, VER, PZ, PMZ, ORT e PAßN foram utilizados para monitorizar a atividade de bombas de efluxo em 

macrófagos (P388D1) e nas espécies de Leishmania. 

 Concentração (µg.mL-1) 

Controlo 0,000 

TZ 25,000 

VER 

25,000 

50,000 

PZ 25,000 

PMZ 40,000 

 6,250 

ORT 12,500 

 25,000 

 6,250 

PAßN 12,500 

 25,000 

 

Os tubos foram posteriormente colocados num termociclador Rotor-GeneTM 3000 

(Corbett Research) que faz leituras da fluorescência originada pela acumulação do EtBr 

no interior das células, em tempo real. A cinética do transporte da acumulação e efluxo 
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de EtBr na presença e ausência de EPI foi avaliada. Os resultados obtidos foram 

analisados pelo software de Análise do Rotor-Gene 6.1 (Build 93) desenvolvido por 

Corbett Research. Cada amostra foi analisada em triplicado e foram realizadas três 

experiências independentes. Células e parasitas (amastigotas e promastigotas) não 

tratados com EPI foram usados como controlo.  

Após cada ensaio, a viabilidade dos macrófagos, promastigotas e amastigotas foi 

verificada, tal como descrito em 3.1.2. 

3.1.5. Análise estatística  

Os resultados expressam a média de três experiências independentes e três réplicas 

por amostra e o respetivo desvio padrão, em que foram apenas considerados a totalidade 

dos resultados positivos ou negativos, tendo em conta o VIC. 

Os valores obtidos (UFa aos 60 min) foram comparados entre os grupos em estudo 

(células e parasitas tratados com TZ, VER, PZ, PMZ, ORT ou PAßN) e o grupo controlo 

(células e parasitas não tratados). 

A análise estatística foi realizada recorrendo ao teste não paramétrico para duas 

amostras independentes Mann-Whitney U, utilizando o software SPSS Statistics versão 

16.0 (IBM, E.U.A.). Níveis de 5% (p<0,05) foram considerados na avaliação da 

significância estatística dos resultados em análise. 

 

4. Avaliação da citotoxidade e atividade antileishmania dos EPI 

 Com o objetivo de determinar a citotoxidade dos EPI utilizados para avaliar a 

atividade de efluxo, macrófagos (P388D1) e promastigotas do género Leishmania foram 

tratados com diferentes concentrações de EPI. As concentrações utilizadas encontram-se 

descritas na Tabela 3.  

O método da resazurina foi utilizado para determinar a viabilidade dos macrófagos 

e dos parasitas. A resazurina (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-10-oxide) é um indicador 

redox que quando convertido em resorufina por células metabolicamente ativas origina 

um composto colorimétrico e fluorescente (Toté et al., 2009).  
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Tabela 3: Concentrações mínimas e máximas dos EPI utilizadas na determinação da citotoxidade e eventual 

atividade antileishmania. Diferentes concentrações (µg.mL-1) de TZ, VER, PZ, PMZ, ORT e PAßN foram utilizadas 

nos ensaios de citotoxidade em macrófagos (P388D1) e nas diferentes espécies de Leishmania em estudo. 

EPI  
Concentração mínima 

(µg.mL
-1

) 

Concentração máxima 

(µg.mL
-1

) 

TZ 0,195 25,000 

VER 1,563 200,000 

PZ 1,563 200,000 

PMZ 1,250 160,000 

ORT 1,563 200,000 

PAßN 1,563 200,000 

 

Anteriormente a cada ensaio, a concentração (promastigotas.mL-1) de 

promastigotas metaclíclicas em cultura foi determinada por microscopia ótica utilizando 

um hemacitómetro. As culturas foram centrifugadas a 1800×g, durante 10 min com 

solução de NaCl a 0,9 % (m/v) estéril. Procedimento idêntico foi realizado com 

macrófagos não parasitados. O número de células foi calculado por microscopia ótica na 

presença de corante de exclusão azul de tripano, utilizando um hemacitómetro. Todas as 

amostras foram analisadas em duplicado e em três ensaios independentes.  

4.1. Macrófagos   

4.1.1.Otimização do ensaio de citotoxicidade  

A otimização do ensaio de viabilidade da linha celular P388D1 foi realizada após 

adaptação do método desenvolvido por Vale-costa et al. (2012). Os ensaios foram 

realizados em microplaca preta de 96 poços (Nunc, Dinamarca) utilizando densidades 

celulares compreendidas entre 2×104 e 6,4×105 células/poço em RPMI 1640 completo e 

suplementado com 10% (v/v) de FBS. Células tratadas com solução aquosa de 

paraformaldeído a 2% (células inviáveis) foram utilizadas como controlo negativo. Após 

24, 48 e 72 h de incubação a 37ºC com 5% de CO2 em atmosfera húmida, uma solução 

de resazurina em PBS 1× com concentração final 0,033 µg.mL-1 (Sigma-Aldrich) foi 

adicionada a cada poço. A metabolização da resazurina por células viáveis foi 
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determinada por fluorescência imediatamente após adição da resazurina (tempo zero) e 

após 1, 2, 3, 4 e 5 h de incubação a 37 ºC, com 5% de CO2 em atmosfera húmida. A 

intensidade da fluorescência foi lida a 595 nm, após excitação a 535 nm, em fluorímetro 

TRIADTM 1065 (DYNEX Technologies, E.U.A.) e analisados pelo software ConcertTM-

TRIADTM versão 2.1.0.17, desenvolvido por DYNEX Technologies. A análise dos 

resultados foi feita por regressão linear.  

4.1.2. Avaliação da citotoxidade dos EPI 

O valor de 10 e 50% da concentração citotóxica (respetivamente, CC10 e CC50) 

dos diferentes EPI em macrófagos foi determinado pelo método da resazurina 

previamente otimizado. O ensaio foi realizado em microplaca preta de 96 poços com 

diluições decrescentes de EPI. As concentrações finais descritas na Tabela 2 foram 

determinadas na presença de 1,6×105 macrófagos. Após 72 h de incubação a 37ºC, com 

5% de CO2 em atmosfera húmida, foi adicionado uma solução de resazurina em PBS 1× 

com concentração final 0,033 µg.mL-1. Células tratadas com solução aquosa de 

paraformaldeído 2% e células não tratadas foram mantidas em placas distintas e utilizadas 

como controlo. A intensidade da fluorescência foi lida ao fim de 1 h em fluorímetro e os 

resultados analisados pelo respetivo software. O valor de CC10 e CC50 foi determinado 

com o software GraphPad Prism versão 5.00 (GraphPad Inc., E.U.A.). As células não 

tratadas foram consideradas viáveis na sua totalidade (100%). 

4.2. Parasitas do género Leishmania 

4.2.1. Otimização do ensaio de citotoxicidade  

O protocolo de otimização da viabilidade celular da forma promastigota foi 

adaptado a partir dos métodos desenvolvidos por Hendrickx et al. (2012), Vale-Costa et 

al. (2012), Corral et al. (2013) e Kulshrestha et al. (2013). Os ensaios foram realizados 

em microplaca preta de 96 poços e com densidades de promastigotas metacíclicos 

compreendidas entre 2,5×105 e 8,0×106 parasitas/poço em SCHN suplementado com 10% 

(v/v) de FBS. Parasitas tratados com uma solução aquosa de paraformaldeído a 2% 

(parasitas inviáveis) foram mantidos numa placa distinta e usados como controlo 

negativo. Após 24, 48 e 72h de incubação a 24 °C foi adicionada a cada poço uma solução 

de resazurina em PBS 1× com concentração final 0,067 µg.mL-1. A metabolização da 
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resazurina por parasitas viáveis foi determinada por fluorescência imediatamente após 

adição da resazurina (tempo zero) e depois de 1, 2, 3, 4 e 5 h de incubação a 24 °C. A 

intensidade da fluorescência foi lida em fluorímetro a 595 nm, após excitação a 535 nm 

e os resultados analisados pelo respetivo software. A análise dos resultados foi realizada 

por regressão linear.  

4.2.2. Avaliação da atividade antileishmania dos EPI 

A concentração inibitória (IC) dos diferentes EPI em promastigotas foi 

determinada utilizando o método da resazurina previamente otimizado. O ensaio foi 

realizado em microplaca preta de 96 poços com diluições decrescentes dos EPI. As 

concentrações finais (Tabela 2) foram determinadas na presença de 5×105 parasitas. Após 

24 h de incubação a 24 °C foi adicionada uma solução de resazurina em PBS 1× com 

concentração final 0,067 µg.mL-1. Parasitas tratados com uma solução aquosa de 

paraformaldeído a 2% e não tratados foram mantidos em placas distintas e usados como 

controlos. A intensidade da fluorescência foi lida ao fim de 4 h e os resultados analisados 

pelo respetivo software. Os valores de 10% da concentração inibitória (IC10) e 50% da 

concentração inibitória (IC50) foram determinados com o software GraphPad Prism 

versão 5.00 (GraphPad Inc). Parasitas não tratados foram considerados viáveis na sua 

totalidade (100%). 

4.3. Determinação do índice de seleção dos EPI 

Os fármacos clássicos e novos compostos com ação antileishmania deveriam ser 

compostos com toxicidade reduzida para as células e elevada atividade antileishmania, 

apresentando elevada seletividade para o agente patogénico em estudo.    

Com o intuito de determinar a seletividade dos compostos em estudo foi calculado 

o índice de seleção (IS): 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑆𝑒𝑙𝑒çã𝑜 =
𝐶𝐶50 𝑚𝑎𝑐𝑟ó𝑓𝑎𝑔𝑜𝑠

𝐼𝐶50 𝑝𝑎𝑟𝑎𝑠𝑖𝑡𝑎𝑠
 

Em que o CC50 representa 50% da concentração citotóxica de EPI em macrófagos 

e o IC50 representa 50% da concentração inibitória de EPI em parasitas.  
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5. Internalização de fármacos clássicos e novos compostos com atividade 

antileishmania 

Macrófagos parasitados por Leishmania spp. foram utilizados para caracterizar a 

internalização de fármacos clássicos e novos compostos com atividade antileishmania. 

Relativamente aos fármacos clássicos foram utilizados uma solução comercial de 

Glucantime® (Merial, França) com 81 mg.mL-1 de antimoniato de meglumina e uma 

solução comercial de Milteforan® (Virbac, França) com 20 mg.mL-1 de miltefosina.  

 Foram utilizados três novos compostos com atividade antileishmania 

previamente descrita e uma formulação de dois compostos: ácido ursólico, CH8, 

quercetina e solução de ácido oleanólico e ácido ursólico. O ácido ursólico e ácido 

oleanólico foram gentilmente cedidos pelo Doutor Luiz Felipe Passero (LPMI-FMUSP) 

e pelo Doutor João Lago (ICAQF-UFSP). Por sua vez, a quercetina e a CH8 foram 

gentilmente cedidos pela Doutora Bartira Rossi Bergmann (IBCCF-UFRJ). Os compostos 

foram dissolvidos em DMSO de forma que a concentração mais elevada utilizada 

contivesse menos de 1% de DMSO. As amostras foram analisadas em duplicado em três 

ensaios independentes. As concentrações utilizadas na avaliação da atividade 

antileishmania dos fármacos clássicos e novos compostos encontram-se descritos na 

Tabela 4. 

5.1. Avaliação da citotoxidade dos fármacos clássicos e dos novos compostos  

A CC10 e CC50 dos fármacos e compostos em macrófagos foram determinados 

utilizando o método da resazurina previamente otimizado. O ensaio foi realizado em placa 

preta de 96 poços e com diluições decrescentes dos diferentes compostos em RPMI 1640 

completo suplementado com 10% (v/v) de FBS. As concentrações finais descritas na 

Tabela 4 foram testadas na presença de 1,6×105 macrófagos. Após 72 h de incubação a 

37 ºC com 5% de CO2 em atmosfera húmida foi adicionada uma solução de resazurina 

em PBS 1× com concentração final de 0,033 µg.mL-1. Macrófagos tratados com 

paraformaldeído a 2%, e com concentração de DMSO idêntica à utilizada em macrófagos 

tratados com os compostos foram mantidos em placas distintas e usados como controlos 

negativos. A intensidade da fluorescência foi lida ao fim de 1 h. Os valores de IC10 e IC50 

foram determinados com o software GraphPad Prism. Células não tratadas foram 

consideradas totalmente viáveis (100%). 
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Tabela 4: Concentrações mínimas e máximas dos fármacos e novos compostos utilizados na determinação da 

citotoxidade e atividade antileishmania. As concentrações (µg.mL-1) de antimoniato de meglumina, miltefosina, 

associação de ácido ursólico e oleanólico, ácido ursólico, CH8 e quercetina foram utilizadas nos ensaios de citotoxidade 

de macrófagos (P388D1) e de parasitas. 

Fármacos e novos compostos 

Concentração mínima 

(µg.mL
-1

) 

Concentração máxima 

(µg.mL
-1

) 

Antimoniato de meglumina 0,980 500,000 

Miltefosina 0,390 50,000 

Ácido oleanólico e ursólico 0,780 100,000 

Ácido ursólico 0,780 100,000 

Chalcona  (CH8) 0,514 65,800 

Quercetina 0,472 60,440 

 

5.2. Avaliação da atividade antileishmania de fármacos clássicos e novos compostos  

A concentração inibitória dos fármacos clássicos (antimoniato de meglumina e 

miltefosina) e dos novos compostos (associação de ácido oleanólico e ácido ursólico, 

ácido ursólico, chalcona e quercetina) foi determinada em parasitas do género 

Leishmania, utilizando o método da resazurina previamente otimizado. O ensaio foi 

realizado em placa preta de 96 poços (Nunc) com diluições decrescentes dos diferentes 

compostos em SCHN suplementado com 10% (v/v) de FBS. As concentrações finais 

descritas na Tabela 3 foram testadas na presença de 5×105 parasitas. Após 24 h de 

incubação a 24 °C, foi adicionada uma solução de resazurina em PBS 1× com 

concentração final 0,067 µg.mL-1. Parasitas tratados com paraformaldeído a 2% e com 

DMSO em concentração idêntica à utilizada nos parasitas tratados com os compostos 

foram mantidas em placas distintas como controlo negativo.  

A intensidade da fluorescência foi quantificada ao fim de 4 h e os valores de IC10 

e IC50 determinados. Parasitas não tratados foram considerados totalmente viáveis 

(100%). 
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Com o intuito de determinar se os diferentes fármacos e compostos com atividade 

antileishmania afetam maioritariamente a viabilidade dos macrófagos ou parasitas, o 

índice de seleção foi calculado tal como descrito em 4.3. 

 

6. Internalização de fármacos clássicos e novos compostos por macrófagos 

parasitados por Leishmania spp. 

6.1. Otimização da infeção da linha celular P388D1 

A concentração (promastigotas.mL-1) de promastigotas metaclíclicos em cultura 

foi calculada por microscopia ótica, utilizando uma Câmara de Neubauer. A concentração 

e a viabilidade (células.mL-1) de macrófagos P388D1 foram determinados por 

microscopia ótica na presença do corante azul de tripano.  

Em cada poço de uma placa de 96 poços foram colocados 1×105 células em meio 

RPMI 1640 completo e com 10% (v/v) FBS. Promastigotas na proporção de 3:1 e 5:1 

parasita:macrófago foram adicionados. A placa foi incubada durante 5, 18, 24 e 48 h a 37 

ºC, com 5% de CO2 em atmosfera húmida. Macrófagos não infetados foram usados como 

controlo. Terminados os períodos de incubação, foi efetuado o cytospin das amostras que 

foram posteriormente fixadas com metanol e coradas com Giemsa. A percentagem de 

células parasitadas e o número de amastigotas por macrófago foi determinado para cada 

período de tempo. 

6.1.1. Infeção da linha celular P388D1 

A infeção dos macrófagos foi realizada segundo o método anteriormente 

otimizado. A uma suspensão de 8×105 macrófagos.mL-1 em RPMI 1640 completo 

suplementado com 10% (v/v) FBS foram adicionados promastigotas na proporção de 3 

parasitas:1 macrófago. Promastigotas e macrófagos foram incubados a 37 ºC com 5% de 

CO2 em atmosfera húmida por períodos de tempo variáveis: L. infantum e a estirpe HOM 

de L. amazonensis durante 5 h; L. shawi durante 18 h; L. guyanensis durante 24 h e a 

estirpe PH de L. amazonensis durante 48 h. Após o período de incubação e de forma a 

retirar todos os promastigotas livres (não internalizados) a suspensão de parasitas foi 

lavada três vezes com solução estéril de NaCl a 0,90% (m/v) a 300×g durante 10 min. 
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6.2. Tratamento de macrófagos infetados com fármacos clássicos e novos compostos 

em conjugação com EPI 

Após infeção com as espécies de Leishmania em estudo, a concentração de 

macrófagos viáveis, calculada por microscopia ótica utilizando um hemacitómetro e o 

corante de exclusão azul de tripano, foi ajustada para 5×104 macrófagos.mL-1 em RPMI 

1640 completo e suplementado com 10% FBS. A esta suspensão foi adicionado a menor 

concentração de VER, ORT e PAßN compreendida entre o CC10 (macrófagos) e o IC10 

(parasitas) anteriormente determinados (Tabela 5). Estes EPI foram selecionados com 

base na capacidade de inibir bombas de efluxo em promastigotas e nos níveis de 

citotoxicidade. 

Tabela 5: Concentrações de EPI utilizados no tratamento de amastigotas intracelulares. Os menores valores de 

CC10 ou IC10 (µg.mL-1) de VER, ORT e PAßN determinados pelo método da resazurina foram utilizados no tratamento 

de macrófagos. 

Parasitas 

Concentração (µg.mL-1) 

VER ORT PAßN 

L. infantum 1,966 2,293 0,553 

L. amazonensis (HOM) 1,966 1,338 11,478 

L. amazonensis (PH) 1,966 0,829 25,000 

L. shawi 1,966 4,130 10,223 

L. guyanensis 1,966 1,750 5,887 

 

Foi ainda adicionado miltefosina (MILT), ácido úrsólico (ÁC. URS), CH8 e 

quercetina (QUERC) na concentração de CC10 previamente determinada em macrófagos 

(Tabela 6). No tratamento de macrófagos infetados, com base nos IC50 obtidos em 

promastigotas, foi decidido não utilizar: 

 O antimoniato de meglumina, por não ser possível determinar o seu IC50 em 

promastigotas; 



II. Material e Métodos 

 

   39 
 

 A combinação ácido ursólico e oleanólico, por não existirem diferenças 

significativas quando comparados com parasitas tratados apenas com ácido 

ursólico.  

As células foram incubadas durante 72 h, a 37 ºC com 5% CO2 em atmosfera 

húmida. Macrófagos infetados não tratados, tratados com os EPI ou tratados com os 

fármacos ou compostos foram usados como controlos. As amostras foram analisadas em 

quadruplicado em dois ensaios independentes.  

Tabela 6: Concentrações de fármacos e compostos utilizados no tratamento de macrófagos infetados. Os valores 

de CC10 (µg.mL-1) determinados pelo método da resazurina foram utilizados na caracterização da internalização de 

miltefosina, ácido ursólico, CH8 e quercetina por macrófagos parasitados por Leishmania spp. 

Fármaco e compostos Concentração (µg.mL-1) 

Miltefosina 2,830 

Ácido ursólico 0,091 

Chalcona (CH8) 65,800 

Quercetina 1,520 

 

6.3. Determinação da taxa de infeção após tratamento com EPI e fármacos  

A percentagem de células infetadas após tratamento com EPI e fármacos foi 

estimada pelo método de diluição limite (do inglês limit diluition assay, LDA).  

Terminado o período de tratamento a suspensão celular foi centrifugada a 1800×g, 

durante 10 min, o sobrenadante rejeitado e as células ressuspendidas em SCHN 

suplementado com 10% (v/v) de FBS. Foi efetuada contagem por microscopia ótica e a 

concentração ajustada para 5×104 macrófagos.mL-1. Desta suspensão celular, 200µL 

foram colocados no primeiro poço e diluições seriadas de 1:4 foram distribuídas ao longo 

da placa de 96 poços. Após 15 dias de incubação a 24 °C, cada poço foi observado por 

microscopia ótica. Foram considerados positivos os poços em que foi observado pelo 

menos um promastigota e negativos os poços em não foi observado qualquer parasita. A 

maior diluição positiva foi utilizada para estimar a percentagem de células infetadas com 

parasitas viáveis através da seguinte fórmula: 
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% 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 =  
𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑟𝑜𝑐𝑜 𝑑𝑎 𝑚𝑎𝑖𝑜𝑟 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑎

𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑜 𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑖𝑟𝑜 𝑝𝑜ç𝑜
 

Este método permite estimar a percentagem de células infetadas com parasitas 

viáveis após o tratamento, tendo em conta o número de células iniciais e considerando 

que existe pelo menos uma célula infetada nos poços positivos. Esta percentagem é 

estimada através do reciproco da maior diluição em que se verifica a presença de 

promastigotas. 

Adicionalmente, foi considerado a maior diluição positiva em que foram 

encontrados promastigotas viáveis. Para efeitos comparativos, adotou-se o critério de que 

uma diferença de 16 vezes quando comparado com outro grupo seria indicativo de que a 

atividade antileishmania entre os grupos diferia.   

6.3.1. Natureza das interações entre os compostos e os EPI 

De forma a avaliar a natureza das interações entre cada composto e os EPI, foi 

adaptado e utilizado o método desenvolvido por Odds (2003),Chou (2010), Reimão & 

Tempone (2011), Mesquita et al. (2013),  e Yin et al. (2014). O índice mínimo de infeção 

(IMI) para cada composto ou EPI foi determinada segundo a equação: 

𝐼𝑀𝐼 =  
%  𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑓𝑒çã𝑜 𝑐𝑜𝑚 𝑎 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜 𝐴 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜

%  𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐çã𝑜 𝑎𝑝𝑒𝑛𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑚 𝑜 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜 𝐴 
 

A mesma equação foi aplicada ao composto B. E o somatório dos índices de 

ambos os compostos (ΣIMI[A,B]) foi também calculado e utilizado para classificar a 

natureza das interações estabelecidas. Foi considerado: sinergia (isto é, existe 

cooperação) entre o composto e o EPI quando o somatório dos índices é inferior a 1; 

indiferença (têm atividades que não se relacionam) quando o somatório dos índices é 

superior a 1 e inferior a 4; e antagonismo (têm atividades opostas) quando o somatório 

dos índices é superior a 4. 

6.4. Análise Estatística 

Os resultados obtidos (percentagem de células infetadas com parasitas viáveis) 

foram comparados estatisticamente do seguinte modo: 
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 macrófagos infetados não tratados vs os grupos em estudo (macrófagos infetados 

tratados com EPI, macrófagos infetados tratados com fármacos clássicos ou 

novos compostos e macrófagos infetados tratados com  EPI e fármacos clássicos 

ou novos compostos);  

 macrófagos tratados com fármacos clássicos ou novos compostos vs macrófagos 

tratados com EPI e fármacos clássicos ou novos compostos. 

A análise estatística foi realizada recorrendo ao teste não paramétrico para duas 

amostras independentes Mann-Whitney U (SPSS) para todas as estirpes de Leishmania 

anteriormente referidas, com exceção da estirpe PH de L. amazonenis. Níveis de 5% 

(p<0,05) foram utilizados para determinar  a significância estatística dos resultados em 

análise. 
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III. Resultados 

1. Formas promastigota e amastigota de Leishmania spp.  

De forma a garantir a total transformação das formas promastigotas em 

amastigotas axénicos, ambas as formas morfológicas das espécies de Leishmania 

utilizadas no presente estudo foram visualizadas por Microscopia Eletrónica de 

Varrimento. Como exemplo, são apresentadas as imagens de promastigotas e amastigotas 

axénicos de L. infantum (LVZ) (Fig. 5a e b, respetivamente) e de L. amazonensis (LTA) 

(Fig. 5c e d, respetivamente). 

 

Figura 5: Formas promastigota e amastigota de L. infantum e de L. amazonensis (PH). Promastigotas (a, c) e 

amastigotas (b, d) de L.(L.) infantum (MCAN/PT/2012/IMT0005SG) (a, b) e de L.(L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) 

(c, d) mantidos em cultura axénica foram visualizados por Microscopia Eletrónica de Varrimento (ampliação de 15000, 

10000, 7500 e 15000×). 

2. Avaliação em tempo real da atividade de efluxo em macrófagos e parasitas do 

género Leishmania 

2.1. Determinação da concentração de EtBr  

Com base nas curvas de acumulação de diferentes concentrações de EtBr 

determinou-se que a concentração de EtBr a utilizar nos ensaios seguintes seria de 0,5 µg. 
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mL-1, quer para macrófagos quer para parasitas (promastigotas e amastigotas axénicos). 

Esta concentração de EtBr não afeta a viabilidade celular (macrófagos e promastigotas 

axénicos) no período do ensaio (60 min) e é a mais baixa concentração que origina 

acumulação do composto no interior das células e dos parasitas. Dado que os amastigotas 

se encontravam em solução de brometo não seria viável transferi-los para cultura, não 

tendo portanto sido confirmado a reversão para promastigotas, pelo que foi  assumido que 

mantinham a viabilidade  à semelhança dos promastigotas. Na Fig. 6 encontram-se 

representadas, a titulo exemplificativo, curvas de acumulação EtBr em que cada ponto 

representa os valores médios de fluorescência (unidades arbitrárias) obtidos em cada ciclo 

de 60 seg e durante 60 min.  
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Figura 6: Curvas de acumulação de EtBr no interior de macrófagos. A concentração de EtBr utilizada em ensaios 

de monitorização da atividade de efluxo em macrófagos (P388D1) foi determinada num aparelho Rotor-Gene 3000 

utilizando concentrações crescentes (0,25, 0,5, 1 e 2 µg.mL-1). O método utilizado quantifica a acumulação de EtBr em 

tempo real no interior dos macrófagos, gerando curvas de acumulação do composto para as diferentes concentrações. 

Cada ponto representa os valores médios de fluorescência (unidades arbitrárias) obtido em cada ciclo de 60 seg e 

durante 60 min. 

2.2. Ensaio de acumulação de EtBr em macrófagos 

Nos ensaios de acumulação de EtBr verificou-se que macrófagos não tratados 

apresentaram um VIC (valor indicativo de cut-off 1)de 2,69. A média dos valores (UFa, 

                                                            
1 Determinado com base no resultado da média do somatório dos controlos negativos acrescido de duas 

vezes o valor do desvio padrão. 
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unidades arbitrárias de fluorescência) obtidos em macrófagos tratados com diferentes EPI 

e respetivas concentrações encontram-se descritos na Tabela 7.  

Tabela 7: Acumulação de EtBr em macrófagos tratados com inibidores de bombas de efluxo (EPI). A acumulação 

de EtBr (unidades arbitrárias de fluorescência -UFa) foi medida aos 60 min em macrófagos (P388D1) não tratados 

(controlo) e tratados com concentrações variáveis (µg.mL-1) de EPI. Os resultados encontram-se expressos pela média 

e desvio padrão (DP) de três experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição.  

 

Concentração de    

EPI (µg.mL
-1

) 

 Média (UFa) ± DP 

Controlo 0,00 2,03 ± 0,33 

TZ 25,00 4,39 ± 0,50 

VER 

25,00 2,12 ± 0,11 

50,00 2,35 ± 0,46 

PZ 25,00 2,29 ± 0,26 

PMZ 40,00 2,92 ± 0,43 

 

ORT 

6,25 2,11 ± 0,08 

12,50 2,39 ± 0,38 

25,00 2,45 ± 0,31 

 

PAßN 

6,25 1,82 ± 0,04 

12,50 1,94 ± 0,33 

25,00 1,70 ± 0,22 

 

Macrófagos tratados com TZ e PMZ (25 e 40 µg.mL-1, respetivamente) 

apresentaram valores superiores ao VIC. Enquanto células tratadas com VER, PZ, ORT 

e PAßN revelaram valores inferiores ao VIC. Células tratadas com TZ e PMZ 

apresentaram aumento significativo (p=0,002 e p=0,009, respetivamente) de acumulação 

de EtBr quando comparadas com células não tratadas (Fig.7). 
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Figura 7: Acumulação de EtBr em macrófagos. A acumulação de EtBr em macrófagos tratados com 25 µg.mL-1 de 

TZ (a) ou 40 µg.mL-1 de PMZ (b) e não tratados (0) foi quantificada aos 60 min. Os resultados encontram-se expressos 

pela média e desvio padrão de três experiências independentes e, de pelo menos, três réplicas por condição.* (p<0,05) 

indica diferenças significativas quando se compararam células tratadas com células não tratadas. 

2.3. Acumulação de EtBr em parasitas do género Leishmania  

2.3.1. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Visceral Zoonótica (LVZ) 

Promastigotas avirulentos e virulentos de L. infantum apresentaram um VIC de 

5,93, e 5,13, respetivamente. Por sua vez, amastigotas2 de L.infantum diferenciados a 

partir de promastigotas avirulentos e virulentos apresentaram um VIC de 3,22 e 3,45, 

respetivamente. A média dos valores (UFa) de acumulação de EtBr obtidos em 

promastigotas e amastigotas tratados com diferentes EPI e respetivas concentrações 

encontram-se descritos na Tabela 8. 

 Os valores médios de fluorescência (UFa) obtidos em promastigotas avirulentos 

de L. infantum tratados com TZ (25 µg.mL-1), VER (25 e 50 µg.mL-1), PMZ (40       

µg.mL-1), ORT (6,25 e 12,5 µg.mL-1) ou PAßN (6,25; 12,5 e 25 µg.mL-1) revelaram-se 

superiores ao VIC. Contrariamente, os valores obtidos para PZ são inferiores ao VIC.  

Os parasitas tratados com 25 µg.mL-1 de TZ (p<0,001, Fig. 8a), 25 e 50 µg.mL-1 

de VER (p=0,021 e p<0,000, respetivamente, Fig. 8b), 40 µg.mL-1 de PMZ (p=0,021, Fig. 

8c), 6,25 e 12,5 µg.mL-1 (p=0,002 e p=0,011, respetivamente) de ORT (Fig. 8d) e 6,25, 

12,5 e 25 µg.mL-1 de PAßN (p=0,006, p<0,001 e p=0,001, respetivamente, Fig. 8e) 

                                                            
2 Para simplificar, os amastigotas diferenciados a partir de promastigotas avirulentos e virulentos passarão 

a ser denominados respetivamente, amastigotas avirulentos e amastigotas virulentos. 
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apresentaram aumentos significativos de acumulação intracelular de EtBr quando 

comparados com parasitas não tratados. Os valores de acumulação de EtBr obtidos em 

amastigotas avirulentos de L. infantum nunca foram superiores ao VIC em nenhuma das 

condições em estudo.  

Tabela 8: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas axénicos de L. infantum tratados com EPI. A 

acumulação de EtBr (UFa) foi medida aos 60 min em promastigotas (Prom) e amastigotas (Amast) virulentos e 

avirulentos não tratados (controlo) e tratados com concentrações variáveis (µg.mL-1) de EPI. Os resultados encontram-

se expressos pela média e desvio padrão (DP) de três experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por 

condição.  

 
Concentração de 

EPI (µg.mL-1) 

Média (UFa) ± DP 

L. infantum avirulentos L. infantum virulentos 

Prom. Amast. Prom. Amast. 

Controlo 0,00 4,59 ± 0,68 2,30 ± 0,46 3,41 ± 0,86 2,43 ± 0,51 

TZ 25,00 8,15 ± 1,87 2,59 ± 0,35 7,68 ± 2,48 2,37 ± 0,22 

VER 

25,00 6,32 ± 0,77 2,56 ± 0,21 3,19 ± 0,80 2,61 ± 0,15 

50,00 5,94 ± 0,96 2,49 ± 0,25 2,90 ± 0,62 2,33 ± 0,14 

PZ 25,00 5,54 ± 1,22 2,64 ± 0,33 3,19 ± 0,76 2,46 ± 0,19 

PMZ 40,00 5,99 ± 1,54 2,45 ± 0,55 3,09 ± 0,83 2,46 ± 0,20 

 

ORT 

6,25 6,35 ± 1,01 2,40 ± 0,16 3,80 ± 0,78 2,60 ± 0,31 

12,50 6,20 ± 1,12 2,34 ± 0,46 3,56 ± 0,74 2,44 ± 0,32 

 25,00 5,92 ± 1,25 2,70 ± 0,28 3,76 ± 0,88 2,57 ± 0,25 

 

PAßN 

6,25 6,76 ± 1,56 2,32 ± 0,32 4,44 ± 0,45 2,28 ± 0,25 

12,50 8,78 ± 1,41 2,37 ± 0,40 4,70 ± 0,58 2,39 ± 0,25 

 25,00 8,97 ± 2,37 2,55 ± 0,48 5,48 ± 0,85 2,40 ± 0,33 

 

Unicamente os promastigotas virulentos de L. infantum tratados com 25 µg.mL-1 

de TZ ou de PAßN apresentaram valores superiores ao VIC. Os valores obtidos para os 

restantes EPI e respetivas concentrações foram inferiores ao VIC.  
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Figura 8: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas avirulentos de L. infantum tratados com EPI. A 

acumulação intracelular de EtBr em promastigotas e amastigotas avirulentos tratados com 25 µg.mL-1 de TZ (a), 25 e 

50 µg.mL-1 de VER (b), 40 µg.mL-1
 
de PMZ (c) e com 6,25, 12,5 e 25 µg.mL-1 de ORT (d) e de PAßN (e) e não tratados 

(0) foi quantificada aos 60 min. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão (DP) de três 

experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas 

quando se comparam parasitas tratados com parasitas não tratados. 
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A acumulação intracelular de EtBr em parasitas tratados com TZ (Fig. 9a) e PAßN 

(Fig. 9b) foram significativamente mais elevados (p<0,001 e p=0,003, respetivamente) 

do que os determinados para parasitas não tratados. Na presença de EPI, amastigotas 

virulentos de L. infantum revelaram valores de acumulação inferiores ao VIC. 

Figura 9: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas virulentos de L. infantum tratados com EPI. A 

acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas virulentos tratados com 25 µg.mL-1 de TZ (a), com 6,25, 12,5 e 

25 µg.mL-1 de PAßN (b) e não tratados (0) foi quantificada aos 60 min. Os resultados encontram-se expressos pela 

média e desvio padrão (DP) de três experiências independentes e, de pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) 

indica diferenças significativas em parasitas tratados quando comparados com parasitas não tratados.  

2.3.2. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

Promastigotas não tratados das estirpes HOM e PH de L. amazonensis 

apresentaram um VIC de 5,09 e 5,01 respetivamente, nos ensaios de acumulação de EtBr. 

Amastigotas das estirpes HOM e PH apresentaram um VIC de 2,69 e 2,14, 

respetivamente. A média dos valores (UFa) de acumulação intracelular de EtBr 

quantificados em promastigotas e amastigotas tratados com diferentes EPI e respetivas 

concentrações encontram-se descritos na Tabela 9. 

 Os valores de UFa obtidos em promastigotas da estirpe HOM tratada com PAßN 

(2,5, 12,5 e 25 µg.mL-1) foram superiores ao VIC. Os valores obtidos para os restantes 

EPI e respetivas concentrações foram inferiores ao VIC. As concentrações de EtBr 

quantificadas em parasitas da estirpe HOM tratadas com 6,25 (p=0,001), 12,5 (p<0,001) 

e 25 (p<0,001) µg.mL-1 de PAßN revelaram-se  significativamente  mais elevados quando 

comparados  com parasitas não tratados. Em contrapartida, amastigotas da estirpe HOM 
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tratadas com EPI apresentaram, em todas as condições de estudo valores inferiores ao 

VIC (Fig. 10). 

Tabela 9: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas axénicos das estirpes HOM e PH de L. 

amazonensis tratados com EPI. A acumulação de EtBr (UFa) foi medida aos 60 min em promastigotas (Prom) e 

amastigotas (Amast) não tratados (Controlo) tratados com concentrações variáveis (µg.mL-1) de EPI. Os resultados 

encontram-se expressos pela média e desvio padrão (DP) de três experiências independentes e, de pelo menos, três 

réplicas por condição.  

 
Concentração 

EPI (µg.mL-1) 

Média (UFa) ± DP 

L. amazonensis (HOM) L. amazonensis (PH) 

Prom. Amast. Prom. Amast. 

Controlo 0,00 3,57 ± 0,76 1,87 ± 0,41 3,81 ± 0,60 1,74 ± 0,20 

TZ 25,00 3,97 ± 0,59 1,54 ± 0,29 5,22 ± 1,90 1,55 ± 0,13 

VER 

25,00 3,83 ± 0,35 1,79 ± 0,22 5,98 ± 1,54 1,67 ± 0,34 

50,00 3,68 ± 0,71 1,81 ± 0,13 7,86 ± 2,04 1,69 ± 0,20 

PZ 25,00 4,20 ± 0,11 2,00 ± 0,11 8,90 ± 1,39 1,65 ± 0,20 

PMZ 40,00 4,18 ± 0,84 1,90 ± 0,32 9,31 ± 2,35 1,62 ± 0,30 

 

ORT 

6,25 3,73 ± 0,74 1,85 ± 0,18 3,81 ± 0,60 1,53 ± 0,23 

12,50 3,42 ± 1,05 1,80 ± 0,21 3,56 ± 0,43 1,51 ± 0,28 

25,00 3,32 ± 1,08 1,90 ± 0,28 4,42 ± 2,10 1,66 ± 0,26 

 

PAßN 

6,25 5,20 ± 0,93 1,66 ± 0,24 6,38 ± 2,10 1,67 ± 0,18 

12,50 6,10 ± 0,70 1,49 ± 0,25 11,03 ± 3,78 1,60 ± 0,18 

25,00 6,16 ± 0,69 1,57 ± 0,32 14,92 ± 4,10 1,61 ± 0,27 
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Figura 10: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas da estirpe HOM de L. amazonensis tratados 

com EPI. A acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas tratados com diluições crescentes de PAßN (6,25, 

12,5 e 25 µg.mL-1) e não tratados (0) foi medida aos 60 min. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio 

padrão de três experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças 

significativas em parasitas tratados quando comparados com parasitas não tratados.  

Os promastigotas da estirpe PH de L. amazonensis tratados com TZ (25 µg.mL-1), 

VER (25 e 50 µg.mL-1), PZ (25 µg.mL-1), PMZ (40 µg.mL-1) e PAßN (6,25; 12, 5 e 25 

µg.mL-1) apresentaram valores superiores ao VIC. Pelo contrário, os valores obtidos para 

ORT (6,25; 12, 5 e 25 µg.mL-1) são inferiores ao VIC.  

Os valores obtidos em parasitas tratados com 25 e 50 µg.mL-1 de VER (p=0,008 

e p<0,001, respetivamente, Fig. 11a), 25 µg.mL-1 de PZ (p <0,001, Fig. 11b), 40 µg.mL-

1 de PMZ (p<0,001, Fig. 11c), 6,25; 12, 5 e 25 µg.mL-1 de PAßN (p<0,001, Fig. 11d) são 

significativamente maiores quando comparados com parasitas não tratados. No entanto, 

valores obtidos em parasitas tratados com TZ foram idênticos aos obtidos em parasitas 

não tratados. Por sua vez, os resultados obtidos em amastigotas da estirpe PH nunca 

ultrapassou o VIC. 
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Figura 11: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas da estirpe PH de L. amazonensis tratados com 

EPI. A acumulação intracelular de EtBr em promastigotas e amastigotas tratados com 25 e 50 µg.mL-1 de VER (a), 25 

µg.mL-1 de PZ (b), 40 µg.mL
-1

 de PMZ (c) e com diluições crescentes (6,25, 12,5 e 25 µg.mL-1) PAßN (d) e não 

tratados (0) foram medidos aos 60 min. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de três 

experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas em 

parasitas tratados quando comparados com parasitas não tratados.  

2.3.3. Subgénero Viannia - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

A média dos valores (UFa) obtidos em promastigotas e amastigotas de L. shawi e 

L. guyanensis tratados com EPI encontram-se descritos na Tabela 10.  

Promastigotas não tratados de L. shawi e L. guyanensis apresentaram um VIC de 

4,94 e 5,78, respetivamente. Amastigotas não tratados de L. shawi e L. guyanensis 

apresentaram um VIC de 2,68 e 2,42, respetivamente. Unicamente os parasitas tratadas 

com 25 µg.mL-1 de TZ e de PAßN apresentaram valores superiores ao VIC. Os valores 

obtidos para os restantes EPI foram em todos os casos inferiores ao VIC. 
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Tabela 10: Acumulação de EtBr em promastigotas e amastigotas axénicos de L. shawi e L. guyanensis tratados 

com EPI. A acumulação de EtBr (UFa) foi medida aos 60 min em promastigota (Prom) e amastigotas (Amast) não 

tratados (Controlo) e tratados com concentrações variáveis (µg.mL-1) de EPI. Os resultados encontram-se expressos 

pela média e desvio padrão (DP) de três experiências independentes e, de pelo menos, três réplicas por condição.  

 
Concentração 

EPI (µg.mL-1) 

Média (UFa) ± DP 

L. shawi L. guyanensis 

Prom. Amast. Prom. Amast. 

Controlo 0,00 3,16 ± 0,89 2,26 ± 0,21 4,68 ± 0,55 2,12 ± 0,15 

TZ 25,00 10,13 ± 1,13 2,02 ± 0,30 7,88 ± 1,48 1,96 ± 0,29 

VER 25,00 4,05 ± 0,99 2,02 ± 0,15 5,01 ± 0,33 2,07 ± 0,11 

 50,00 4,37 ± 1,18 2,05 ± 0,30 4,09 ± 0,47 1,88 ± 0,17 

PZ 25,00 4,33 ± 1,11 2,16 ± 0,32 4,74 ± 0,29 2,12 ± 0,30 

PMZ 40,00 4,37 ± 1,10 2,00 ± 0,29 4,52 ± 0,52 1,98 ± 0,12 

 

ORT 

6,25 4,31 ± 1,08 2,04 ± 0,27 4,97 ± 0,63 1,98 ± 0,09 

12,50 4,32 ± 1,01 2,23 ± 0,31 5,00 ± 0,70 2,10 ± 0,13 

25,00 4,62 ± 1,13 2,36 ± 0,29 5,48 ± 0,58 2,15 ± 0,09 

 

PAßN 

6,25 4,48 ± 0,75 2,10 ± 0,45 5,42 ± 0,55 1,90 ± 0,15 

12,50 4,79 ± 1,29 1,90 ± 0,57 5,98 ± 0,69 1,93 ± 0,13 

25,00 5,47 ± 1,92 2,02 ± 0,30 6,40 ± 0,89 2,10 ± 0,29 

 

Em parasitas tratados com 25 µg.mL-1 de TZ (p<0,001, Fig. 12a) e de PAßN 

(p=0,032, Fig. 12b) os valores obtidos são significativamente mais elevados do que em 

parasitas não tratados. Em nenhuma das condições analisadas, o valor encontrado em 

amastigotas de L. shawi ultrapassou o VIC (Fig. 12).  

Apenas promastigotas de L. guyanensis tratados com TZ (25 µg.mL-1) e PAßN 

(12,5 e 25 µg.mL-1) apresentaram valores superiores ao VIC. Os valores obtidos com 
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VER (25 e 50 µg.mL-1), PZ (25 µg.mL-1), PMZ (40 µg.mL-1) e ORT (12, 5 e 25 µg.mL1) 

são inferiores ao VIC. 

Figura 12: Acumulação intracelular de EtBr em promastigotas e amastigotas de L. shawi tratados com EPI. A 

acumulação intracelular de EtBr em promastigotas e amastigotas tratados com 25 µg.mL-1 de TZ (a) e com 6,25, 12,5 

e 25 µg.mL-1
 
de PAßN. (b) e não tratados (0) foram medidos aos 60 min. Os resultados encontram-se expressos pela 

média e desvio padrão de três experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) 

indica diferenças significativas em parasitas tratados quando comparados com parasitas não tratados.  

 Em parasitas tratados com 25 µg.mL-1 de TZ (p<0,001, Fig. 13a) e 12,5 e 25 

µg.mL-1 de PAßN (p=0,001 e p=0,001, respetivamente, Fig. 13b), os valores obtidos são 

significativamente superiores aos apresentados por parasitas não tratados. Em nenhuma 

das condições em estudo, o nível de fluorescência dos amastigotas ultrapassou o VIC 

(Fig. 13). 

Figura 13: Acumulação intracelular de EtBr em promastigotas e amastigotas de L. guyanensis tratados com 

EPI. A acumulação intracelular de EtBr em promastigotas e amastigotas tratados com 25 µg.mL-1 de TZ (a) e com 

diluições seriadas (6,25; 12,5 e 25 µg.mL-1) de PAßN (b) e não tratados (0) foram medidos aos 60 min. Os resultados 

encontram-se expressos pela média e desvio padrão de três experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas 

por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas em parasitas tratados quando comparados com parasitas não 

tratados.  
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3. Avaliação da citotoxidade e atividade antileishmania dos EPI 

3.1. Otimização do ensaio de viabilidade em macrófagos 

Com o objetivo de determinar a citotoxidade em macrófagos (P388D1) o método 

da resazurina foi otimizado. A viabilidade celular foi analisada em diferentes 

concentrações celulares em diversos períodos de incubação. Ao fim de 24 h de incubação 

e após a adição da resazurina, a fluorescência aumentou linearmente com o tempo (h). No 

entanto, concentrações celulares iniciais compreendidas entre 1,6×105 e 6,4×105 

células/poço, após 2, 3 e 4 h de incubação com a resazurina emitem níveis de 

fluorescência superior ao limite de deteção do fluorímetro, não tendo sido quantificáveis 

(Fig. 14a). A análise dos níveis de fluorescência em função do tempo por regressão linear 

apresentou valores de r2 a variar entre 0,90 e 0,99. Sendo que de 2×104 a 1,6×105 

células/poço r2 foi superior a 0,99. 

A fluorescência aumentou proporcionalmente à concentração celular nos vários 

períodos de tempo analisados, com exceção dos dois primeiros tempos (0 e 1 h). No 

entanto, apenas nos três primeiros tempos estudados (0, 1 e 2 h) a fluorescência emitida 

foi quantificada em todas as concentrações celulares. Em concentrações celulares mais 

elevadas, a fluorescência não foi detetável ao fim de 3, 4 e 5 h de incubação (Fig. 14b). 

A análise dos níveis de fluorescência em função das concentrações celulares por regressão 

linear apresentou valores de r2 a variar entre 0,86 e 0,99. Valores de r2 superiores a 0,99 

apenas se verificam ao fim 5 h de incubação com a resazurina.  

Após 48 h de incubação das células seguida da adição da resazurina, a 

fluorescência aumentou linearmente com o tempo (h). No entanto, a fluorescência emitida 

não foi passível de ser quantificada nas concentrações celulares mais elevadas (6,4×105, 

3,2×105 e 1,6×105 células/poço) após 0, 3 e 4 h, respetivamente (Fig. 15a). A análise por 

regressão linear dos níveis de fluorescência em função do tempo apresentou valores de r2 

a variar entre 0,98 e 0,99. Sendo que apenas em 8x104 células/poço este valor foi inferior 

a 0,99. Em todas as condições anteriormente descritas foi verificado existir 

proporcionalidade entre a fluorescência e a densidade celular ao longo dos períodos em 

estudo. 
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Figura 14: Níveis de viabilidade em macrófagos incubados durante 24h. Para determinar a viabilidade celular de 

diferentes concentrações de macrófagos (2×104 a 6,4×105 células/poço) foi utilizado a resazurina que é 

metabolicamente reduzida a resorufina que emite fluorescência. Após 24h de incubação, a fluorescência foi 

determinada imediatamente após a adição da resazurina (0) e às 1, 2, 3, 4 e 5 h. Os níveis de fluorescência em função 

do tempo (a) e das concentrações celulares (b) foram analisados por regressão linear. Os resultados expressam a média 

de três experiências independentes e de duas réplicas por amostra. 

No entanto apenas às 0 h, a fluorescência emitida por todas as densidades celulares 

analisadas foi determinada. De facto, ao fim de 0 e 2 h de incubação para concentrações 

celulares de 6,4×105 e 3,2×105 e de 3 h para 1,6×105 células/poço a fluorescência não foi 

quantificada pelo método utilizado (Fig. 15b). A análise por regressão linear dos níveis 

de fluorescência em função das concentrações celulares apresentou valores de r2 a variar 

entre 0,94 e 0,99. Valores de r2 superiores a 0,99 apenas foram verificados após 1h de 

incubação com a resazurina.  
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Figura 15: Níveis de viabilidade em macrófagos incubados durante 48h. Para determinar a viabilidade celular de 

diferentes concentrações de macrófagos (2×104 e 6,4×105 células/poço) foi utilizado resazurina que é metabolicamente 

reduzida a resorufina que emite fluorescência. Após 48h de incubação, a fluorescência foi determinada imediatamente 

após a adição da resazurina (0) e às 1, 2, 3, 4 e 5 h. Os níveis de fluorescência em função do tempo (a) e das 

concentrações celulares (b) foram analisados por regressão linear. Os resultados expressam a média de três experiências 

independentes e de duas réplicas por amostra. 

Após 72 h de incubação celular foi igualmente constatado que a fluorescência 

aumenta linearmente com o tempo (h) de contacto com a resazurina (Fig. 16). No entanto, 

para 6,4×105 e 3,2×105 células/poço e após 1 h, a fluorescência emitida é superior ao limite 

máximo de leitura do fluorímetro, não sendo possível de quantificar (Fig. 16a). Para as 

restantes concentrações após 4 e 5 h de adição da resazurina também não foi possível 

quantificar os níveis de fluorescência emitidos. 
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A análise por regressão linear dos níveis de fluorescência em função do tempo apresentou 

valores de r2 superiores a 0,99, exceto quando foi utilizado 8×104 células/poço. Neste 

caso, o valor de r2 foi inferior a 0,99.  

Figura 16: Níveis de viabilidade em macrófagos incubados durante 72h. Para determinar a viabilidade celular de 

diferentes concentrações de macrófagos (2×104 e 6,4×105 células/poço) foi utilizado a resazurina que é 

metabolicamente reduzida a resorufina que emite fluorescência. Após 72h de incubação, a fluorescência foi 

determinada imediatamente após a adição da resazurina (0) e às 1, 2, 3, 4 e 5 h. Os níveis de fluorescência em função 

do tempo (a) e das concentrações celulares (b) foram analisados por regressão linear. Os resultados expressam a média 

de três experiências independentes e de duas réplicas por amostra. 

Nas mesmas condições, a fluorescência é proporcional à densidade celular (Fig. 16b). A 

análise por regressão linear dos níveis de fluorescência em função da concentração celular 

apresentou valores de r2 a variar entre 0,77 e 0,98. Valores de r2 superiores a 0,98 só 

foram determinados ao fim de 1h de incubação com a resazurina.  
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Com base na análise da regressão linear dos níveis de fluorescência em função do 

tempo de adição da resazurina (h), foi considerado que a concentração de macrófagos 

mais adequada para os ensaios de citotoxicidade seria 1,6×105 células / poço. Nesta 

concentração de macrófagos, a fluorescência aumenta linearmente com o tempo (h) de 

contacto com a resazurina e apresenta valores de r2 superiores a 0,99 nos três períodos em 

estudo (24, 48 e 72 h). A fluorescência emitida é também proporcional às diversas 

densidades celulares nos ensaios de 48 e 72 h. Tendo em conta este resultado e a duração 

do ciclo celular, foi considerado que os ensaios de citotoxicidade teriam a duração de 72 

h e que a leitura dos resultados seria efetuada 1 h após a adição da resazurina, uma vez 

que após este período o valor de r2 é superior a 0,98. 

3.1.1. Avaliação da citotoxidade dos EPI 

Após a otimização do método da resazurina em macrófagos, os valores de 10 e 

50% da concentração citotóxica (CC10 e CC50, respetivamente) dos diferentes EPI foram 

determinados (Tabela 11). Estes valores representam a concentração necessária de cada 

EPI para provocar a morte a 10 e 50% das células, respetivamente. 

Tabela 11: Determinação da citotoxidade de EPI em macrófagos. A concentração citotóxica de TZ, VER, PZ, PMZ, 

ORT e PAßN em macrófagos (P388D1) foi determinada após 72 h de tratamento e após 1 h de incubação com a 

resazurina. Os valores de CC10 e CC50 resultantes de três experiências independentes e de duas réplicas por amostra 

foram determinados com o software GraphPad Prism.  

 

EPI 

 

Macrófagos 

CC50 (µg.mL-1) CC10 (µg.mL-1) 

TZ 0,963 0,107 

VER 17,690 1,966 

PZ 4,763 0,529 

PMZ 5,748 0,639 

ORT 37,200 4,130 

PAßN ≥200,000 ≥200,000 
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Com base nos valores de citotoxicidade obtidos e com o intuito de minimizar 

danos celulares, as concentrações de CC10, correspondente a 90% de viabilidade, de VER 

(1,966 µg.mL-1), ORT (4,130 µg.mL-1) e PAßN (≥200 µg.mL-1) foram selecionadas para 

serem utilizadas na caracterização da internalização de fármacos e compostos por células 

infetadas por Leishmania spp. Por outro lado, os valores de CC10 de TZ, PZ e PMZ foram 

inferiores a 1 µg.mL-1, ou seja uma baixa concentração dos mesmos coloca em causa a 

viabilidade dos macrófagos, pelo que estes EPI não foram considerados nos estudos de 

internalização de fármacos. 

3.2. Otimização do ensaio de viabilidade em parasitas do género Leishmania 

A determinação da viabilidade dos parasitas foi efetuada utilizando resazurina. A 

citotoxicidade de diferentes concentrações de promastigotas (6,25×104 a 2×106) foi 

analisada em diversos períodos de tempo (24, 48 e 72 h) e após a adição da resazurina (0, 

1, 2, 3, 4 e 5 h). 

3.2.1. L. infantum 

Após 24 h de incubação dos promastigotas de L.infantum seguida da adição da 

resazurina, a fluorescência emitida aumentou linearmente com o tempo (h) (Fig. 17a). 

Contudo, na concentração parasitária mais elevada (2×106 promastigotas/poço) a 

fluorescência emitida ao fim de 4 e 5 h encontrava-se acima do limiar de deteção do 

fluorímetro, pelo que não foi quantificada. A análise por regressão linear dos níveis de 

fluorescência em função do tempo apresentou valores de r2 a variar entre 0,94 e 0,98. Nas 

concentrações de 1,25×105 e 5×105 parasitas/poço r2 foi superior a 0,98. Após 2, 3, 4 e 5 

h de incubação com a resazurina, a fluorescência aumentou também linearmente com o 

incremento do número de promastigotas (Fig. 17b). A análise por regressão linear dos 

níveis de fluorescência em função da concentração de parasitas apresentou valores de r2 

a variar entre 0,85 e 0,99. Valores de r2 superiores a 0,99 foram observados após 4 e 5 h 

de incubação.  

Ao fim de 48 h, a fluorescência nas várias densidades parasitárias apenas 

aumentou linearmente com o tempo quando se utilizaram concentrações de parasitas entre 

5×105 e 2×106 promastigotas/poço (valores não apresentados). Nestas condições, os 

valores de correlação linear variaram entre 0,88 e 0,99, sendo que este último valor 
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corresponde à maior densidade utilizada (2×106). A fluorescência também não aumentou 

linearmente com a densidade celular nos vários períodos de tempo analisados. Ao fim de 

72 h, a fluorescência nas várias densidades celulares não aumentou linearmente com o 

tempo nem com a concentração de promastigotas nos vários tempos descritos (valores 

não apresentados). 

Figura 17: Níveis de viabilidade de promastigotas de L. infantum incubados durante 24h. Para determinar a 

viabilidade de diferentes concentrações de parasitas (6,25×104 a 2×106 promastigotas/poço) foi utilizado resazurina que 

é metabolicamente reduzida a resorufina que emite fluorescência. Após 24 h, a fluorescência foi determinada 

imediatamente após a adição da resazurina (0) e às 1, 2, 3, 4 e 5 h. Os níveis de fluorescência em função do tempo (a) 

e das concentrações celulares (b) foram analisados por regressão linear. Os resultados expressam a média de três 

experiências independentes e de duas réplicas por amostra.  
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Com base na análise da regressão linear dos níveis de fluorescência em função do 

tempo de adição da resazurina (h) e da concentração de parasitas, foi determinado que os 

ensaios de citotoxicidade seriam realizados ao fim de 24 h. Este período de tempo foi 

escolhido por ser o único em que os níveis de fluorescência aumentavam linearmente em 

função do tempo de adição da resazurina (h) e da concentração de parasitas. Foi ainda 

determinado que a concentração mais favorável de promastigotas a utilizar nos ensaios 

de citotoxicidade seria 5×105 parasitas/poço devido à intensidade da fluorescência emitida 

e por apresentar valor de r2 superior a 0,98. Foi também determinado que a leitura dos 

resultados seria efetuada 4 h após de adição da resazurina, uma vez que o valor de r2 é 

superior a 0,99. 

3.2.2. L. amazonensis (HOM) 

Após 24 h de incubação das várias densidades de promastigotas da estirpe HOM 

de L. amazonensis e adição de resazurina, foi observado que a fluorescência emitida 

aumentou linearmente com o tempo (h) (Fig. 18a). No entanto, apesar da linearidade 

verificada nas menores concentrações parasitárias (6,25×104 e 1,25×105) a fluorescência 

não foi quantificada após 4 h de contacto com a resazurina por ser inferior ao nível de 

deteção do fluorímetro. De igual modo, não foi possível quantificar o nível de 

fluorescência na maior concentração de parasitas (2×106) por ser superior ao nível de 

deteção do fluorímetro. A análise por regressão linear dos níveis de fluorescência em 

função do tempo apresentou valores de r2 a variar entre 0,71 e 0,99. Na concentração 

5×105 parasitas/poço r2 é superior a 0,99. A fluorescência também aumentou linearmente 

com o aumento da densidade de parasitas, após 3, 4 e 5 h de incubação com a resazurina 

(Fig.18b). A análise por regressão linear da concentração de parasitas apresentou valores 

de r2 a variar entre 0,84 e 0,99. Valores de r2 superiores a 0,99 foram observados após 4 

e 5 h de incubação.  

Ao fim de 48 h, a fluorescência aumentou linearmente com o tempo unicamente 

nas concentrações parasitárias mais elevadas (5×105 a 2×106). Nestas condições, a análise 

por regressão linear apresentou valores de r2 a variar entre 0,93 e 0,96, sendo que este 

último valor apenas se verificou nos poços com 5×105 promastigotas. Na menor 

concentração parasitária (6,25×104) os níveis de fluorescência foram inferiores ao limite 
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de sensibilidade do fluorímetro pelo que não foram quantificados. Nas concentrações de 

1,25×105 parasitas/poço, unicamente após 3 h de contacto com a resazurina foi possível 

obter leituras de fluorescência (valores não apresentados). Neste caso, a fluorescência não 

aumentou linearmente com a densidade celular. 

Figura 18: Níveis de viabilidade em promastigotas da estirpe HOM de L. amazonensis incubados durante 24h. 

Para determinar a viabilidade de diferentes concentrações de parasitas (6,25×104 a 2×106 promastigotas/poço) foi 

utilizado resazurina que é metabolicamente reduzida a resorufina, produto que emite fluorescência. Após 24 h, a 

fluorescência foi determinada imediatamente após a adição da resazurina (0) e às 1, 2, 3, 4 e 5 h. Os níveis de 

fluorescência em função do tempo (a) e das concentrações celulares (b) foram analisados por regressão linear. Os 

resultados expressam a média de três experiências independentes e de duas réplicas por amostra.  

Ao fim de 72 h, a fluorescência aumentou linearmente com o tempo. No entanto, 

não foi quantificável na menor densidade em estudo (6,25×104), após 3 h nas densidades 
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intermédias (1,25×105 a 5×105) e após 1 h nas densidades mais elevadas (1×106 e 2×106). 

A análise por regressão linear dos níveis de fluorescência em função do tempo apresentou 

valores de r2 a variar entre 0,77 e 0,97, sendo que este último valor apenas foi verificado 

em 1×106 parasitas/poço. Nestas condições, a fluorescência não aumentou com a 

densidade celular nos vários tempos descritos (valores não apresentados). 

Com base na análise da regressão linear dos níveis de fluorescência em função do 

tempo de adição da resazurina (h) e da concentração de parasitas, foi determinado que os 

ensaios de citotoxicidade seriam realizados ao fim de 24 h. Este período foi escolhido por 

ser o único período em que os níveis de fluorescência aumentavam linearmente em função 

do tempo de contacto com a resazurina (h) e da concentração de parasitas. Foi também 

considerado mais adequado utilizar a concentração de 5×105 parasitas/poço nos ensaios 

de citotoxicidade devido à intensidade da fluorescência emitida e por apresentar valor de 

r2 superior a 0,99. Por fim, foi ainda determinado que a leitura dos resultados seria 

efetuada 4 h após a adição da resazurina, uma vez que após este período o valor de r2 é 

superior a 0,99. 

3.2.3. L. amazonensis (PH) 

Após 24 h de incubação dos promastigotas da estirpe PH de L. amazonensis 

seguido pela adição da resazurina, a fluorescência emitida apenas aumentou linearmente 

com o tempo com 5×105 e 1×106 parasitas (Fig.19a). Na densidade parasitária mais 

elevada (2×106) não foi possível quantificar a fluorescência emitida. Nas menores 

densidades estudadas (6,25×104 a 2,5×105), apenas após 4 e 5 h de contacto com a 

resazurina é possível determinar os níveis de fluorescência. A análise por regressão linear 

dos níveis de fluorescência em função do tempo apresentou valores de r2 a variar variam 

entre 0,75 e 0,98. Sendo que este último valor foi verificado apenas em 5×105 parasitas 

(Fig. 19a). A fluorescência aumenta linearmente com o aumento da densidade celular 

também ao fim de 4 e 5 h (Fig. 19b). Em ambos os casos, a análise por regressão linear 

dos níveis de fluorescência em função da concentração parasitária originou valores de 

0,99.  
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Ao fim de 48 h, a fluorescência aumentou linearmente com o tempo, exceto nas 

menores concentrações em que não foi possível quantificar a fluorescência ao longo de 

todo o ensaio (6,25×104) ou após 3 h de incubação com a resazurina (1,25×105).  

Figura 19: Níveis de viabilidade em promastigotas da estirpe PH de L. amazonensis incubados durante 24h. Para 

determinar a viabilidade de diferentes concentrações de parasitas (6,25×104 a 2×106 promastigotas/poço) foi utilizado 

resazurina que é metabolicamente reduzida a resorufina, produto este que emite fluorescência. Após 24 h, a 

fluorescência foi determinada imediatamente após a adição da resazurina (0) e às 1, 2, 3, 4 e 5 h. Os níveis de 

fluorescência em função do tempo (a) e das concentrações celulares (b) foram analisados por regressão linear. Os 

resultados expressam a média de três experiências independentes e de duas réplicas por amostra. 

Nas restantes condições, a análise por regressão linear dos níveis de fluorescência em 

função do tempo apresentou valores de r2 a variar entre 0,86 e 0,99, sendo que este último 

valor apenas foi verificado na concentração mais elevada de parasitas (2×106). A partir de 
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1 h de contacto com a resazurina, a fluorescência aumentou com a concentração de 

promastigotas. A análise de regressão linear dos níveis de fluorescência em função da 

concentração de parasitas apresentou valores de r2 a variar entre 0,78 e 0,94. Este último 

valor foi obtido após 3 h de incubação (valores não apresentados). 

Ao fim de 72 h, a fluorescência aumentou linearmente com o tempo nas três 

maiores concentrações de parasitas (5×105, 1×106 e 2×106). Contudo, nas concentrações 

inferiores, a fluorescência só foi quantificada ao fim de 4 h. A análise de regressão linear 

dos níveis de fluorescência em função da concentração de parasitas apresentou valores de 

r2 a variar entre 0,97 e 0,99. Este último valor foi verificado em 1×106 e 2×106 

promastigotas/poço. Nestas condições, a fluorescência não aumentou linearmente com o 

aumento da densidade parasitária (valores não apresentados). 

Com base na análise da regressão linear dos níveis de fluorescência em função do 

tempo de adição da resazurina (h) e da concentração de parasitas, foi determinado que os 

ensaios de citotoxicidade seriam realizados ao fim de 24 h de incubação. Este período foi 

escolhido por os níveis de fluorescência aumentarem linearmente em função do tempo de 

adição da resazurina (h) e da concentração de parasitas e por apresentar valores de r2 

apropriados. Foi ainda considerado que a concentração de promastigotas mais favorável 

seria 5×105 parasitas/poço devido à intensidade da fluorescência emitida e por apresentar 

r2 superior a 0,98. Foi também determinado que a leitura dos resultados seria efetuada 4 

h depois da adição da resazurina, uma vez que nestas condições r2 é superior a 0,99. 

3.2.4. L. shawi 

Ao fim de 24 h de incubação de promastigotas de L. shawi seguida pela adição da 

resazurina, a fluorescência emitida aumentou linearmente com o tempo nas concentrações 

parasitárias em estudo (Fig. 20a). A fluorescência emitida por 2×106 promastigotas não 

foi quantificada por ultrapassar o limite de deteção do fluorímetro. Foi necessário que a 

resazurina estivesse em contacto com 6,25×104 parasitas durante 4 e 5 h para que fosse 

possível quantificar a fluorescência emitida. A análise de regressão linear dos níveis de 

fluorescência em função do tempo apresentou valores de r2 a variar entre 0,88 e 0,99. Este 

último valor apenas se verificou em 5×105 parasitas. A fluorescência aumentou 

linearmente com a densidade parasitária às 3, 4 e 5 h (Fig. 20b). A análise de regressão 



III. Resultados  

 

66 
 

linear dos níveis de fluorescência em função do tempo apresentou valores de r2 a variar 

entre 0,84 e 0,99. Às 4 e 5 h de contacto com a resazurina apresentaram r2 igual a 0,99. 

Figura 20: Níveis de viabilidade em promastigotas de L. shawi incubados durante 24h. Para determinar a 

viabilidade de diferentes concentrações de parasitas (6,25×104 a 2×106 promastigotas/poço) foi utilizado resazurina que 

é metabolicamente reduzida a resorufina, produto este que emite fluorescência. Após 24 h, a fluorescência foi 

determinada imediatamente após a adição da resazurina (0) e às 1, 2, 3, 4 e 5 h. Os níveis de fluorescência em função 

do tempo (a) e das concentrações celulares (b) foram analisados por regressão linear. Os resultados expressam a média 

de três experiências independentes e de duas réplicas por amostra.  

Após 48 h de incubação com 5×105 e 1×106 parasitas/poço, a fluorescência emitida 

aumentou linearmente com o tempo. A análise de regressão linear dos níveis de 

fluorescência em função do tempo apresentou valores de r2 igual a 0,95. Contudo, a 

fluorescência imitida por 6,25×104 e 2×106 não foi passível de ser quantificada. A 
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fluorescência aumentou linearmente com a concentração parasitária às 2, 3, 4 e 5 h. A 

análise de regressão linear dos níveis de fluorescência em função da concentração 

parasitária apresentou valores de r2 a variar entre 0,96 e 0,99. Após 4 h de contacto com 

a resazurina, r2 tomou o valor de 0,99 (valores não apresentados). Após 72 h de incubação, 

a fluorescência emitida não aumentou linearmente com o tempo ou com a densidade 

celular (valores não apresentados). 

Com base na análise da regressão linear dos níveis de fluorescência em função do 

tempo de adição da resazurina (h) e da concentração de parasitas, foi selecionado 24 h de 

incubação como o período de tempo mais adequado para os ensaios de citotoxicidade. 

Este período foi escolhido por os níveis de fluorescência aumentarem linearmente em 

função do tempo de contacto com a resazurina (h), da concentração de parasitas e por 

apresentar melhores valores de r2. Devido à intensidade da fluorescência emitida e por r2 

ser superior a 0,99, foi ainda determinado que 5×105 parasitas/poço seria a concentração 

de promastigotas mais favorável para usar nos ensaios de citotoxicidade. Foi ainda 

considerado que a leitura dos resultados seria efetuada após 4 h de adição da resazurina, 

uma vez que após este período o valor de r2 é superior a 0,99. 

3.2.5. L. guyanensis  

Após 24 h de incubação de promastigotas de L. guyanensis seguida pela adição da 

resazurina, foi verificado que a fluorescência emitida aumentou linearmente com o tempo 

unicamente nos poços com 5×105 e 1×106 parasitas (Fig. 21a). A análise de regressão 

linear dos níveis de fluorescência em função do tempo apresentou r2 igual a 0,99 e 0,80, 

respetivamente. Não obstante, a fluorescência não foi possível de ser quantificada da 

maior concentração parasitária (2×106). A fluorescência aumentou linearmente com o 

aumento da concentração parasitária após 3, 4 e 5 h de contacto com a resazurina (Fig. 

21b). A análise de regressão linear dos níveis de fluorescência em função da concentração 

parasitária revelou valores de r2 a variar entre 0,86 e 0,96. Após 4 h de contacto com a 

resazurina, r2 tomou o valor de 0,96.  

Após 48 h de incubação dos parasitas, a fluorescência não aumentou linearmente 

com o tempo nas diversas densidades celulares. A fluorescência emitida pelas duas 

densidades celulares mais elevadas não foi passível de ser quantificada. Porém, a 
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fluorescência aumentou linearmente com o aumento da densidade parasitária, exceto às 

4 e 5 h de contacto com a resazurina. 

Figura 21: Níveis de viabilidade em promastigotas de L. guyanensis incubados durante 24h. Para determinar a 

viabilidade de diferentes concentrações de parasitas (6,25×104 a 2×106 promastigotas/poço) foi utilizado resazurina que 

é metabolicamente reduzida a resorufina, produto este que emite fluorescência. Após 24 h, a fluorescência foi 

determinada imediatamente após a adição da resazurina (0) e às 1, 2, 3, 4 e 5 h. Os níveis de fluorescência em função 

do tempo (a) e das concentrações celulares (b) foram analisados por regressão linear. Os resultados expressam a média 

de três experiências independentes e de duas réplicas por amostra.  

A análise de regressão linear dos níveis de fluorescência em função da concentração 

parasitária apresentou valores de r2 a variar entre 0,84 e 0,97. A leitura no tempo 0 

(imediatamente após a adição da resazurina) evidenciou r2 igual a 0,97 (resultados não 
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apresentados). Ao fim de 72 h de incubação dos parasitas, a fluorescência não aumentou 

linearmente com o tempo ou com a concentração parasitária (resultados não 

apresentados).  

Com base na análise da regressão linear dos níveis de fluorescência em função do 

tempo de adição da resazurina (h) e da concentração de parasitas foi determinado que os 

ensaios de citotoxicidade seriam realizados ao fim de 24 h. Este período foi escolhido por 

ser o único (24, 48 e 72 h) em que os níveis de fluorescência aumentavam linearmente 

em função do tempo de adição da resazurina (h) e da concentração de parasitas e que 

apresentava melhores valores de r2. Devido à intensidade da fluorescência emitida e por 

apresentar r2 superior a 0,99, a concentração de 5×105 parasitas/poço foi escolhida. A 

leitura dos resultados será efetuada 4 h após a adição da resazurina uma vez que o valor 

de r2 é superior a 0,96. 

3.3. Avaliação da atividade antileishmania dos EPI 

Após a otimização do método da resazurina, foram determinados os valores de 10 

e 50% da concentração inibitória (IC10 e IC50, respetivamente) dos EPI em promastigotas 

do género Leishmania. A concentração a utilizar nos ensaios seguintes foi selecionada 

entre a mais baixa concentração de CC10 e IC10 obtida. 

3.3.1. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Visceral Zoonótica (LVZ) 

Os valores de IC10 e IC50 dos EPI (TZ, VER, PZ, PMZ, ORT e PAßN) em 

promastigotas virulentos e avirulentos de L. infantum encontram-se representados na 

Tabela 12. Estes valores representam a concentração necessária para provocar a morte a 

10 e 50% dos promastigotas. 

Tendo em conta os valores de citotoxicidade obtidos em promastigotas virulentos 

de L. infantum e com o intuito de utilizar EPI que causem o mínimo de danos possíveis 

nos parasitas, nos estudos de caraterização da internalização de fármacos e compostos por 

células infetadas por Leishmania spp. foram selecionadas as concentrações de IC10 de 

VER, PZ, PMZ e ORT. No entanto, apesar de aparentemente PZ e PMZ não possuírem 

atividade antileishmania, estes apresentam valores de CC10 muito baixos (resultados 

apresentados anteriormente, Tabela 11) para os macrófagos. Estes EPI não foram 
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considerados nos ensaios posteriores, uma vez que colocam em causa a viabilidade dos 

macrófagos. Por sua vez, TZ e PAßN apresentam valores de IC10 inferiores a 1 µg.mL-1, 

indicando uma eventual atividade antileishmania mesmo na presença de reduzida 

concentração (µg.mL-1). Não obstante, além do VER (CC10) e do ORT (IC10), aptou-se 

por utilizar também o PAßN (IC10) nos ensaios seguintes, uma vez que não é citotóxico 

para os macrófagos tendo em conta os resultados indicativos obtidos nos ensaios de 

acumulação de EtBr. É ainda de realçar que em promastigotas virulentos de L. infantum, 

o IC50 dos EPI é superior quando comparados com promastigotas avirulentos, exceto 

quando o EPI é o ORT ou o PAßN. 

Tabela 12: Determinação da citotoxidade de EPI em L. infantum. A citotoxidade de TZ, VER, PZ, PMZ, ORT e 

PAßN em promastigotas virulentos e avirulentos foram determinados após 24 h de tratamento e após 4 h de contacto 

com a resazurina. Os valores de IC50 e IC10 resultantes de três experiências independentes e duas réplicas por amostra 

foram determinados com o software GraphPad Prism.  

EPI  

 

L. infantum avirulentos L. infantum virulentos 

IC50 (µg.mL-1) IC10 (µg.mL-1) IC50 (µg.mL-1) IC10 (µg.mL-1) 

TZ 2,811 0,312 6,415 0,713 

VER 53,500 5,940 55,630 6,180 

PZ 16,240 1,804 23,090 2,570 

PMZ 26,530 2,950 32,950 3,660 

ORT 29,130 3,240 20,640 2,293 

PAßN 23,250 2,580 4,979 0,553 

3.3.2. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

Os valores de IC10 e IC50 dos EPI (TZ, VER, PZ, PMZ, ORT e PAßN) em 

promastigotas das estirpes HOM e PH de L. amazonensis encontram-se representados na 

Tabela 13. Estes valores indicam a concentração necessária para causar a morte de 10 e 

50% promastigotas. 
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Tabela 13: Citotoxidade de EPI em L. amazonensis. Os efeitos citotóxicos de TZ, VER, PZ, PMZ, ORT e PAßN em 

promastigotas das estirpes HOM e PH foram determinados após 24 h de tratamento e 4 h de contacto com a resazurina. 

Os valores de IC50 e IC10 resultantes de três experiências independentes e duas réplicas por amostra foram determinados 

com o software GraphPad Prism. 

EPI  

 

L. amazonensis (HOM) L. amazonensis (PH) 

IC50 (µg.mL-1) IC10 (µg.mL-1) IC50 (µg.mL-1) IC10 (µg.mL-1) 

TZ 2,346 0,260 1,664 0,185 

VER 46,960 5,220 30,910 3,430 

PZ 9,803 1,089 7,460 4,290 

PMZ 7,080 0,786 5,124 0,569 

ORT 13,040 1,338 38,640 0,829 

PAßN 103,300 11,478 ≥200 ≥200 

 

De forma a reduzir possíveis danos nos parasitas foram selecionadas as 

concentrações de VER, PZ, ORT e PAßN respeitantes ao IC10 que serão utilizadas na 

caracterização da internalização de fármacos e compostos por células infetadas por 

Leishmania spp. No entanto, apesar de aparentemente PZ não possuir atividade 

antileishmania, apresenta valores de IC10 para macrófagos muito baixos (resultados 

apresentados anteriormente, Tabela 11), sendo eliminada dos ensaios posteriores, uma vez 

coloca em causa a viabilidade dos macrófagos. Por sua vez, TZ e PMZ apresentam valores 

de IC10 inferiores a 1 µg.mL-1, indicando uma eventual atividade antileishmania. Nos 

ensaios seguintes, serão utilizadas as concentrações de CC10 de VER e de IC10 de ORT e 

PAßN. Exceto na estirpe PH de L. amazonensis em que será utilizada a concentração de 

25 µg.mL-1 de PAßN, uma vez que foi uma das concentrações utilizadas nos ensaios de 

acumulação de EtBr e não apresenta danos quer para o parasita quer para o macrófago. 

A estirpe HOM de L. amazonensis apresenta CC50 dos EPI superior quando 

comparados com promastigotas da estirpe PH de L. amazonensis, exceto para o ORT e 

PAßN. Verifica-se ainda que as estirpes de L. amazonensis apresentam IC50 dos EPI 
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inferior quando comparados com promastigotas virulentos de L. infantum exceto quando 

o EPI é o PAßN e o ORT no caso da estirpe HOM de L. amazonensis. 

3.3.3. Sub-género Viannia - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

Os valores de IC10 e IC50 dos EPI (TZ, VER, PZ, PMZ, ORT e PAßN) em 

promastigotas de L. shawi e L. guyanensis encontram-se representados na Tabela 14. 

Estes valores representam a concentração necessária de cada EPI para causar a morte a 

10 e 50% dos promastigotas. 

Tabela 14: Citotoxidade dos EPI em L. shawi e L. guyanensis. Os efeitos citotóxicos de TZ, VER, PZ, PMZ, ORT 

e PAßN em promastigotas foram determinados após 24 h de tratamento e 4 h de contacto com a resazurina. Os valores 

de IC50 e IC10 resultantes de três experiências independentes e duas réplicas por amostra foram determinados com o 

software GraphPad Prism. 

EPI 

 

L. shawi L. guyanensis 

IC50 (µg.mL-1) IC10 (µg.mL-1) IC50 (µg.mL-1) IC10 (µg.mL-1) 

TZ 1,931 0,215 1,835 0,213 

VER 32,770 3,640 47,370 5,250 

PZ 15,570 1,730 10,83 1,200 

PMZ 11,100 1,230 7,578 1,230 

ORT 52,310 5,810 15,760 1,750 

PAßN 92,060 10,223 52,980 5,887 

          

Tendo por base os valores de citotoxicidade obtidos e com o intuito de minimizar 

possíveis danos nos parasitas, selecionaram-se as concentrações respeitantes aos IC10 de 

VER, PZ, PMZ, ORT e PAßN para serem utilizadas na caracterização da internalização 

de fármacos e compostos por células infetadas por Leishmania spp. No entanto, apesar 

de aparentemente PZ e PMZ não possuírem atividade antileishmania, apresentaram 

valores de CC10 em macrófagos muito reduzidos (resultados apresentados anteriormente, 

Tabela 11), tendo sido eliminados dos ensaios posteriores uma vez que colocam em causa 

a viabilidade dos macrófagos. Por sua vez, TZ apresentou valores de CC10 inferiores a 1 
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µg.mL-1, indicando uma eventual atividade antileishmania. Para os ensaios seguintes 

foram selecionadas as concentrações de CC10 de VER, IC10 de PAßN e de CC10 e IC10 de 

ORT em L. shawi e L. guyanensis, respetivamente. 

Em promastigotas de L. shawi, o IC50 dos EPI foram superiores aos encontrados 

para L. guyanensis, com exceção do VER. Foi também verificado que L. shawi e L. 

guyanensis apresentaram IC50 inferiores aos determinados para promastigotas virulentos 

de L. infantum, com exceção do ORT e PAßN. 

3.4. Determinação do índice de seleção dos EPI 

Com o intuito de avaliar se os diferentes EPI apresentavam toxicidade reduzida 

para os macrófagos e/ou atividade antileishmania foi determinado o índice de seleção (IS) 

(Tabela 15). Os valores do IS indicaram que ORT e PABN são os EPI com maior 

seletividade para o parasita, uma vez que apresentaram menor citotoxidade quando 

comparados com os restantes EPI.  

Tabela 15: Índice de seleção dos EPI em promastigotas do subgénero Leishmania e Viannia. Os índices de seleção 

(IS) de TZ, VER, PZ, PMZ, ORT e PAßN foram determinados para promastigotas virulentos e avirulentos de 

L.infantum, para promastigotas das estirpes HOM e PH de L. amazonensis e para promastigotas de L.shawi e 

L.guyanensis. 

 Índice de Seleção (IS) 

 Sub-género Leishmania Sub-género Viannia 

 
L. infantum 

avirulentos 

L. infantum 

virulentos 

L. amazonensis 

(HOM) 

L. amazonensis 

(PH) 
L. shawi L. guyanensis 

TZ 0,3 0,2 0,4 0,6 0,5 0,5 

VER 0,3 0,3 0,4 0,6 0,5 0,4 

PZ 0,3 0,2 0,5 0,6 0,3 0,4 

PMZ 0,2 0,2 0,5 1,1 0,5 0,8 

ORT 1,3 1,8 2,8 1,0 0,7 2,4 

PABN >8,6 >40,2 >1,9 >1,0 >2,2 >3,8 
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4. Avaliação da citotoxidade e atividade antileishmania de fármacos clássicos e novos 

compostos 

4.1. Níveis de citotoxidade de fármacos clássicos e de novos compostos com atividade 

antileishmania 

Com o objetivo de avaliar a citotoxidade dos diferentes fármacos e de novos 

compostos antileishmania em macrófagos (P388D1), o CC50 e CC10 foram determinados 

(Tabela 16). Estes valores representam a concentração necessária para provocar a morte 

a 10 e 50% das células. 

Tabela 16: Citotoxidade de fármacos e novos compostos em macrófagos. Os efeitos citotóxicos dos fármacos 

antileishmania clássicos, antimoniato de meglumina e miltefosina, e dos compostos ácido ursólico, CH8 e quercetina 

e a associação de ácido oleanólico e ácido ursólico em macrófagos (P388D1) foram determinados após 72 h de 

tratamento e 1 h de contacto com a resazurina. Os valores de CC50 e CC10 resultantes de três experiências independentes 

e duas réplicas por amostra foram determinados com o software GraphPad Prism. 

Compostos 

Macrófagos 

CC50 (µg.mL-1) CC10 (µg.mL-1) 

Antimoniato de meglumina >500,000 >500,000 

Miltefosina 25,470 2,830 

Ácido oleanólico e ursólico 0,845 0,094 

Ácido ursólico 0,822 0,091 

Chalcona (CH8) >65,800 >65,800 

Quercetina 13,670 1,520 

 

Com o intuito de reduzir possíveis danos celulares foram selecionadas as 

concentrações respeitantes ao CC10 dos diferentes fármacos e compostos a serem 

utilizadas nos ensaios de internalização de fármacos e novos compostos por macrófagos 

parasitados. Verificou-se que o ácido ursólico e a associação ácido oleanólico e ursólico 

são os compostos que apresentam maior citotoxicidade, enquanto que o antimoniato de 

meglumina e a CH8 apresentam citotoxicidade reduzida quando comparados com os 

restantes compostos. 
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4.2. Atividade antileishmania de fármacos clássicos e novos compostos  

  A atividade exercida pelos diferentes fármacos e novos compostos em Leishmania 

spp. foi determinada através do cálculo do IC50 (Tabela 17). Estes valores representam a 

concentração necessária para provocar a morte a 50% dos promastigotas.  

Tabela 17: Efeito de fármacos e novos compostos em Leishmania spp. Os efeitos citotóxicos dos fármacos 

antileishmania clássicos, antimoniato de meglumina e miltefosina, e dos compostos ácido ursólico, CH8 e quercetina 

e a associação de ácido oleanólico e ácido ursólico foram determinados em promastigotas virulentos de L. infantum, 

promastigotas das estirpes HOM e PH de L. amazonensis e em promastigotas de L. shawi e L. guyanensis após 24 h de 

tratamento e 4 h de contacto com a resazurina. Os valores de IC50 resultantes de três experiências independentes e duas 

réplicas por amostra foram determinados com o software GraphPad Prism. 

 IC50 (µg.mL-1) 

 Sub-género Leishmania Sub-género Viannia 

 L. infantum 
L. amazonensis 

(HOM) 

L. amazonensis 

(PH) 
L. shawi L. guyanensis 

Antimoniato 

de 

meglumina 

>500,000  >500,000 >500,000 >500,000 >500,000 

Miltefosina 9,448 4,528 6,031 5,789 5,669 

Ácido 

oleanólico e 

ursólico 

4,307 >100,000 8,711 3,707 14,570 

Ácido 

ursólico 
2,342 20,550 5,946 5,090 16,250 

Chalcona 

(CH8) 
0,583 5,679 0,591 0,476 37,690 

Quercetina 31,730 4,110 4,861 37,200 38,710 

 

 

Após análise dos valores de IC50 dos diferentes fármacos e compostos obtidos em 

promastigotas, a miltefosina, o ácido ursólico, a CH8 e a quercetina foram selecionados 

para os ensaios de caracterização da internalização de fármacos e compostos por células 
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infetadas por Leishmania spp. O antimoniato de meglumina não será utilizado por não ter 

sido possível determinar o IC50. De igual modo, a associação ácido ursólico e oleanólico 

foi excluída por não existirem diferenças importantes quando comparados com parasitas 

tratados unicamente com ácido ursólico. 

4.3. Índice de seleção (IS) de fármacos clássicos e novos compostos  

  De forma a avaliar se os diferentes fármacos e novos compostos apresentavam 

toxicidade reduzida para as células e atividade antileishmania, foi determinado o IS 

(Tabela 18). 

Tabela 18: Índice de seleção de fármacos clássicos e novos compostos. Os índices de seleção (IS) dos fármacos 

antileishmania clássicos, antimoniato de meglumina e miltefosina, e dos compostos ácido ursólico, CH8 e quercetina 

e a associação de ácido oleanólico e ácido ursólico foram determinados. 

 Índice de Seleção (IS) 

 Sub-género Leishmania Sub-género Viannia 

 L. infantum 
L. amazonensis 

(HOM) 

L. amazonensis 

(PH) 
L. shawi L. guyanensis 

Antimoniato 

de 

meglumina 

n.d.3  n.d. n.d. n.d. n.d. 

Miltefosina 2,7 5,6 4,2 4,4 4,5 

Ácido 

oleanólico e 

ursólico 

0,2 0,0 0,1 0,2 0,1 

Ácido 

ursólico 
0,4 0,0 0,1 0,2 0,1 

Chalcona 

(CH8) 
112,9 11,6 111,3 138,2 1,7 

Quercetina 0,4 3,3 2,8 0,4 0,4 

 

                                                            
3 Não determinado 
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Os valores de IS obtidos, indicam que miltefosina e CH8 apresentaram maior 

seletividade para o parasita, quando comparados com os restantes fármacos e compostos. 

O ácido ursólico e a combinação ácido oleanólico e ursólico revelaram seletividade 

reduzida para Leishmania spp. 

5. Caracterização da internalização de fármacos clássicos e novos compostos por 

macrófagos parasitados por Leishmania spp. 

5.1. Infeção de macrófagos 

A percentagem de macrófagos infetados com parasitas do subgénero Leishmania 

e Viannia e o número de parasitas intracelulares por macrófago foi determinada utilizando 

as proporções macrófago:parasita de 1:3 e 1:5 para 5, 18, 24 e 48 h de incubação das 

células com promastigotas. 

5.1.1. L. infantum 

  A percentagem de macrófagos infetados na proporção 1:3 (macrófago:parasita) 

foi superior à percentagem na proporção 1:5 às 5 e 18 h de incubação. Às 24 h as 

percentagens foram idênticas e às 48 h o número de macrófagos infetados foi superior na 

proporção 1:5 (3%) (Fig. 22a). Às 5 e 18 h de incubação, a percentagem de macrófagos 

infetados na proporção 1:3 foi idêntica. Sendo que às 24 h houve decréscimo de células 

infetadas (1%) e às 48 h ocorreu um ligeiro aumento. Na proporção 1:5, a percentagem 

de células infetadas variou entre 1 e 2%. Unicamente às 48 h de contacto entre células e 

parasitas foi atingida a maior percentagem (3%) de células infetadas (Fig. 22a). Na 

proporção de 1 macrófago:3 parasitas foi verificado que cada célula parasitada possuía 

entre 1 e 2 amastigotas. Apenas às 48 h, o número de parasitas intracelulares aumentou 

ligeiramente (Fig. 22b, c, d, e). Por sua vez, na proporção 1:5 o número de parasitas por 

macrófago é constante (1%) ao longo do tempo.  

Tendo em conta os resultados obtidos foi determinado que a proporção de 1 

macrófago:3 parasitas seria a escolhida para os ensaios seguintes e que o tempo de 

incubação seria 5 h, uma vez que é a proporção e o período de tempo em que é alcançado 

a maior percentagem de macrófagos infetados. 
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Figura 22: Infeção de macrófagos por promastigotas virulentos de L. infantum. A percentagem de macrófagos 

infetados (a) e o número médio de amastigotas intracelulares por cada macrófago (b) foi determinado às 5, 18, 24 e 48 

h por observação ao microscópio ótico de lâminas de cytospin coradas com Giemsa. Foram utilizadas as proporções 

iniciais de infeção de 1:3 e 1:5 macrófago:parasita. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão 

de três experiencias independentes. Imagens de macrófagos infetados obtidas por microscopia ótica (1000×) são 

apresentadas a título exemplificativo: c - 1:3, 18 h; d - 1:5, 24 h; e - 1:3, 48 h. 

5.1.2. L. amazonensis (HOM) 

A percentagem de macrófagos infetados com promastigotas da estirpe HOM de 

L. amazonensis diminuiu ao longo do tempo em ambos as proporções (1:3 e 1:5). O 

número de macrófagos infetados foi também superior na proporção 1:3 quando 

comparada com 1:5, ao longo do tempo. A maior percentagem de infeção foi determinada 

às 5 h, para ambas as proporções macrófago:parasita utilizadas (Fig. 23a), com 12 e 9% 

de infeção em 1:3 e 1:5, respetivamente. 

Na proporção 1:3, o número de amastigotas intracelulares por macrófago variou 

entre 2 e 4. Na proporção de 1:5, os macrófagos apresentaram entre 1 e 2 parasitas por 

célula (Fig. 23b, c, d, e). Tendo em conta os resultados foi definido que a proporção a 

utilizar nos ensaios seguintes seria 1 macrófago:3 parasitas e que o tempo de incubação a 
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utilizar seria 5 h, por ser a proporção e o período de tempo em que se verificou maior 

percentagem de macrófagos infetados. 

Comparativamente com L. infantum, esta estirpe de L. amazonensis revelou maior 

capacidade de infetar a linha celular, refletida no número de células infetadas e de 

parasitas intracelulares. 

Figura 23: Infeção de macrófagos por promastigotas da estirpe HOM de L. amazonensis. A percentagem de 

macrófagos infetados e o número médio de amastigotas intracelulares por cada macrófago foi determinado às 5, 18, 24 

e 48h por observação ao microscópio ótico de lâminas de cytospin coradas com Giemsa. Foram utilizadas as proporções 

iniciais de infeção de 1:3 e 1:5 macrófago:parasita. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão 

de três experiencias independentes. Imagens de macrófagos infetados obtidas por microscopia ótica (1000×) são 

apresentadas a título exemplificativo: c - 1:5, 18 h; d- 1:5, 24 h; e- 1:3, 48 h. 

5.1.3. L. amazonensis (PH) 

 A percentagem de macrófagos infetados com promastigotas da estirpe PH de L. 

amazonensis na proporção 1 macrófago: 3 parasitas foi sempre superior à proporção 1:5 

(Fig. 24a). O número de macrófagos parasitados aumentou ao longo do tempo, atingindo 

o máximo às 48h de observação (16%). Na proporção 1:5, apenas foi observado células 
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infetadas às 24 h (1%) (Fig. 24b, e) e 48 h (8%). Na proporção 1:5, foi verificado o 

predomínio de parasitas extracelulares às 5 e 18 h (Fig. 24c, d). Na proporção 1 

macrófago:3 parasitas, os macrófagos continham 1 ou 2 amastigotas. Porém na proporção 

1:5 o número de parasitas por macrófago atingiu valores máximos às 48 h de incubação 

(Fig. 24b, c, d, e).  

Figura 24: Infeção de macrófagos por promastigotas da estirpe PH de L. amazonensis. A percentagem de 

macrófagos infetados e o número médio de amastigotas intracelulares foi determinado às 5, 18, 24 e 48 h por observação 

ao microscópio ótico de lâminas de cytospin coradas com Giemsa. Foram utilizadas as proporções iniciais de infeção 

de 1:3 e 1:5 macrófago:parasita. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de três experiencias 

independentes. Imagens de macrófagos infetados obtidas por microscopia ótica (1000×) são apresentadas a título 

exemplificativo: c - 1:5, 5 h; d- 1:5, 18 h; e - 1:5, 24 h. 

Tendo em conta os resultados obtidos foi definido que a proporção a utilizar nos 

ensaios seguintes seria de 1 macrófago:3 parasitas e que o tempo de incubação a utilizar 

seria 48 h, por ser a proporção e o período de tempo em que a maior percentagem de 

macrófagos infetados se verificou. 
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Em comparação com a estirpe HOM, a estirpe PH apresentou reduzida 

percentagem de células infetadas e do número de parasitas intracelulares, apontando uma 

menor capacidade de infeção dos macrófagos. 

5.1.4. L. shawi 

 Em macrófagos infetados com L. shawi, após 5 h de incubação foi verificado 

maioritariamente a presença de parasitas extracelulares (Fig. 25c). Apenas se observou 

infeção de macrófagos após 18 h de incubação, sendo idêntico o número médio (2%) de 

macrófagos infetados nas proporções 1:3 e 1:5 (macrófago:parasita) (Fig. 25a).  

Figura 25: Infeção de macrófagos por promastigotas de L. shawi. A percentagem de macrófagos infetados e o 

número médio de amastigotas intracelulares por cada macrófago (P388D1) foi determinado às 5, 18, 24 e 48 h por 

observação ao microscópio ótico de lâminas de cytospin coradas com Giemsa. Foram utilizadas as proporções iniciais 

de infeção de 1:3 e 1:5 macrófago:parasita. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de três 

experiencias independentes. Imagens de macrófagos infetados obtidas por microscopia ótica (1000×) são apresentadas 

a título exemplificativo: c- 1:3, 5 h; d- 1:5, 18 h e 1:3, 24 h. 
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Após 48 h de infeção, a percentagem de células infetadas na proporção de 1:3 foi 

próxima de zero, enquanto na proporção de 1:5, o número de células infetadas manteve-

se constante. No período de infeção que decorreu entre as 18 e às 48 h os macrófagos 

infetados apresentaram em média um amastigota intracelular, independentemente das 

proporções macrófago:parasita iniciais (Fig. 25b, d, e).  

Com base nestes resultados, foi determinado que a proporção a utilizar seria de 1 

macrófago:3 parasitas e que o período de incubação seria 18 h, uma vez que nos períodos 

seguintes se verificou diminuição da percentagem de macrófagos infetados, enquanto que 

o número médio de parasitas por macrófago se manteve constante. 

5.1.4. L. guyanensis 

Apenas foi observado macrófagos infetados com L. guyanensis a partir das 18 h 

de incubação (Fig. 26a, c). Às 18h, a percentagem de macrófagos infetados na 

proporção1:3 macrófago: parasita foi ligeiramente inferior (1%) quando comparado com 

a proporção 1:5 (2%). Porém, a partir deste tempo de observação a percentagem de 

infeção mostrou-se idêntica (3%), independentemente da proporção de infeção utilizada 

inicialmente (Fig. 26a). O número médio de um amastigota por macrófago foi obtido em 

todos os tempos de observação e independente da proporção inicial (Fig. 26d, e), com 

exceção das 18 h na proporção 1:5 em que se verificou um ligeiro aumento (1,5) (Fig. 

26b). 

Assim, tendo em conta os resultados obtidos foi definido que nos ensaios 

seguintes seria utilizado de 1 macrófago:3 parasitas e que o tempo de incubação seria 24 

h, por ser a proporção e o período em que se verificou a maior percentagem de macrófagos 

infetados e por não haver alterações no tempo de observação seguinte (48h). 

Comparativamente às espécies do subgénero Leishmania, as espécies do 

subgénero Vianna analisadas no presente trabalho demoraram mais tempo a infetar os 

macrófagos (P388D1), apontando possíveis diferenças nos mecanismos de 

reconhecimento indutores da fagocitose. Após 48 h de infeção, foi possível ilustrar o 

processo de fagocitose de L. guyanensis até à completa internalização do parasita.  
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Figura 26: Infeção de macrófagos por promastigotas de L. guyanensis. A percentagem de macrófagos infetados e 

o número médio de amastigotas intracelulares por cada macrófago foi determinado às 5, 18, 24 e 48 h por observação 

ao microscópio ótico de lâminas de cytospin coradas com Giemsa. Foram utilizadas as proporções iniciais de infeção 

de 1:3 e 1:5 macrófago:parasita. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de três experiencias 

independentes. Imagens de macrófagos infetados obtidas por microscopia ótica (1000×) são apresentadas a título 

exemplificativo: c- 1:3, 5 h; d- 1:3, 48 h; e- 1:5, 48 h. 

Os parasitas, na forma promastigota e amastigota, na proximidade da membrana celular 

do macrófago induziram a diferenciação de pseudópodes (Fig. 27a).  

Figura 27: Fagocitose de L. guyanensis por macrófagos P388D1. A indução do processo fagocítico por 

promastigotas e amastigotas (a), o envolvimento progressivo do parasita (b, c) e a sua completa internalização (d) foi 

observado em lâminas de cytospin coradas com Giemsa ao microscópio ótico, com ampliação de 1000×. 
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Os pseudópodes foram aumentando, envolvendo por completo o parasita (Fig. 27b, c), 

ficando o amastigota localizado no interior da célula (Fig. 27d). 

5.2. Efeito da associação de EPI com fármacos clássicos e novos compostos na 

infeção por Leishmania spp. 

O efeito da associação de EPI com fármacos clássicos e novos compostos em 

macrófagos parasitados por Leishmania spp. foi analisado. A percentagem mínima de 

macrófagos infetados após 72 h de tratamento com EPI (CC10 ou IC10), com fármacos 

clássicos ou novos compostos (CC10) ou com fármacos clássicos ou novos compostos em 

associação com EPI foi determinada por LDA. Macrófagos infetados não tratados foram 

usados como controlo. Em paralelo, foi também considerado como critério de incremento 

da atividade antileishmania do fármaco ou novo composto induzido pela presença dos 

EPI, a diminuição de duas diluições na LDA (parasitas viáveis). 

5.2.1. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Visceral Zoonótica (LVZ) 

Macrófagos infetados com L. infantum não tratados e tratados com os diferentes 

EPI (VER, ORT e PABN) mantiveram-se infetados (~100%) (Fig. 28), demonstrando 

que in vitro VER, ORT e PABN isoladamente não têm qualquer efeito na redução do 

parasitismo.  

O tratamento com a miltefosina causou, como seria de esperar, redução 

significativa (índice de redução das células parasitadas, IR≈84,96%) de células infetadas 

(p<0,001) quando comparados com células não tratadas. A associação da miltefosina com 

VER (IR≈92,16%, p<0,001, Fig. 28a), ORT (IR≈90%, p<0,001, Fig. 28b) ou  PAßN 

(IR≈95,28, p<0,001, Fig. 28c) causou também reduções significativas em comparação 

com células não tratadas. 

Nos casos das células tratadas com miltefosina em associação com os EPI foi 

verificado que as diluições positivas da LDA não indicam diferenças em comparação com 

as células tratadas unicamente com miltefosina, confirmando as estimativas anteriores. A 

análise da natureza das interações da miltefosina com VER, ORT ou PAßN indicaram 

existir sinergia (∑FPI = 0,6, 0,76 e 0,36, respetivamente) entre o fármaco e o inibidor. 
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Figura 28: Efeito da associação de EPI com a miltefosina na infeção por L. infantum. O nível da infeção, após 

tratamento de macrófagos infetados com miltefosina (MILT) em associação com VER (a), ORT (b) ou PAßN (c) foi 

estimado por diluição limite (LDA). A maior diluição em que se verificou a presença de parasitas foi utilizada para 

estimar a percentagem de infeção. Macrófagos infetados não tratados e macrófagos infetados e tratados com cada um 

dos EPI foram utilizados como controlo. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de duas 

experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas em 

parasitas tratados quando comparados com parasitas não tratados.  

Macrófagos infetados e tratados com CH8 apresentaram redução acentuada da 

infeção (IR≈100%, p<0,001) quando comparados com as células não tratadas. A 

associação de EPI com CH8 não induziu qualquer alteração. Nos casos das células 

tratadas com CH8 em associação com os EPI, as diluições positivas da LDA não indicam 

diferenças em comparação com as células tratadas unicamente com CH8, confirmando as 

estimativas anteriores.   

Macrófagos infetados tratados com quercetina ou ácido ursólico ou tratados com 

quercetina ou ácido ursólico em associação com EPI não sofreram redução da infeção 

(IR≈0). De igual modo, a análise das diluições positivas da LDA não indicam diferenças 

em comparação com as células não tratadas, confirmando as estimativas. 
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5.2.2. Sub-género Leishmania - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

Macrófagos infetados com a estirpe HOM de L. amazonensis não tratados e 

tratados com VER, ORT ou PABN apresentaram ~100% de infeção (Fig. 29). O 

tratamento com miltefosina e com miltefosina em conjugação com VER (Fig. 29a) causou 

diminuição de macrófagos infetados (IR≈37,2% e IR≈41,04%, respetivamente).  

Figura 29: Efeito da associação de EPI com miltefosina na infeção com a estirpe HOM de L. amazonensis. Após 

tratamento de macrófagos infetados com miltefosina (MILT) em associação com VER (a), ORT (b) ou PAßN (c), o 

nível da infeção foi estimado por diluição limite (LDA). A maior diluição em que se verificou a presença de parasitas 

foi utilizada para estimar a percentagem de infeção. Macrófagos infetados não tratados e macrófagos infetados tratados 

com cada um dos EPI foram utilizados como controlo. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio 

padrão de duas experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças 

significativas em parasitas tratados quando comparados com parasitas não tratados.  

O tratamento com miltefosina em associação com ORT (IR≈48,12%, p=0,010, 

Fig. 29b) apresentou redução significativa quando comparado com macrófagos não 

tratados. Porém, os valores máximos de inibição do parasitismo foram obtidos quando a 

associação miltefosina-PAßN (IR≈68,64%, p<0,001, Fig. 29c) foi utilizada.  Nos casos 

das células tratadas com miltefosina em associação com os EPI, as diluições positivas da 

LDA não indicaram diferenças em comparação com as células tratadas unicamente com 

miltefosina, confirmando as estimativas anteriores. A análise da natureza das interações 

da miltefosina com VER ou ORT foram indiferentes (∑FPI=1,528 e 1,345, 
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respetivamente) enquanto que com PAßN indicaram sinergia (∑FPI = 0,813) entre o 

fármaco e o inibidor.  

Macrófagos infetados com L. amazonensis (HOM) e tratados com CH8 ou com 

CH8 em associação com VER, ORT ou PABN apresentaram percentagem mínima de 

infeção (IR≈100%, p<0,001) quando comparados com células não tratadas. Pelo 

contrário, macrófagos tratados com quercetina, ácido ursólico ou com quercetina ou ácido 

ursólico em associação com EPI, apresentaram uma percentagem máxima de infeção 

(IR≈0%). As diluições positivas da LDA também não indicam diferenças em comparação 

com as células tratadas unicamente com CH8, confirmando as estimativas anteriores.  

Macrófagos infetados tratados com quercetina ou ácido ursólico ou tratados com 

quercetina ou ácido ursólico em associação com EPI não sofreram redução da infeção 

(IR≈0). De igual modo, a análise das diluições positivas da LDA não indicam diferenças 

em comparação com as células não tratadas, confirmando as estimativas. 

5.2.3. Sub-género Viannia - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

Macrófagos infetados com L. shawi não tratados revelaram percentagem de 

infeção ~100% (Fig. 30). O tratamento com EPI (IRVER ou ORT≈14,76%) (Fig. 30a, b) 

causou diminuição do nível de infeção que no caso do PAN atingiu valores significativos 

(IR≈96,96%, p<0,001, Fig. 30c) quando comparado com células infetadas não tratadas. 

Resultados idênticos são observados quando o critério utilizado é o título da última 

diluição da LDA.  

Macrófagos tratados com miltefosina apresentaram redução significativa dos 

níveis de infeção (IR=99,95%, p<0,001) quando comparada com macrófagos não 

tratados. Células tratadas com miltefosina em conjugação com VER (IR≈99,94%, 

p<0,001, Fig. 30a), ORT (IR≈94.68%, p<0,001, Fig. 30b) ou PAßN (IR≈99,97%, 

p<0,001, Fig. 30c) apresentaram acentuada redução da infeção quando comparadas com 

células não tratados. Apesar destas diferenças, macrófagos tratados com miltefosina em 

associação com VER ou ORT mostraram aumento da infeção que atingiu valores 

significativos no caso do ORT (p<0,001) em comparação com células tratadas 

unicamente  com miltefosina. De igual modo, pela análise das diluições positivas da LDA 
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foi observado diferença de pelo menos duas diluições quando são comparadas células 

tratadas com miltefosina com células tratadas com miltefosina e ORT.  

Figura 30: Efeito da associação de EPI com miltefosina na infeção por L. shawi. Após tratamento de macrófagos 

infetados com miltefosina (MILT) em associação com VER (a), ORT (b) ou PAßN (c), o nível da infeção foi estimado 

pelo método de diluição limite (LDA). A maior diluição em que se verificou a presença de parasitas foi utilizada para 

estimar a percentagem de infeção. Macrófagos infetados não tratados e macrófagos infetados tratados com cada um 

dos EPI foram utilizados como controlo. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de duas 

experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas 

entre os diferentes grupos de tratamento. 

O tratamento com miltefosina em associação com VER, ORT ou PAßN 

apresentaram reduções significativas quando comparados com células tratadas 

unicamente com cada um dos EPI (p VER, ORT ou  PAßN < 0,001). A análise da natureza das 

interações de VER ou PAßN com miltefosina apontam para indiferença (∑FPI=1,07) e 

sinergia (∑FPI=0,625) respetivamente e enquanto que o ORT e miltefosina parecem ter 

ação antagónica (∑FPI=96,79). 

Macrófagos infetados por L.shawi tratados com CH8 e CH8 em associação com 

VER, ORT ou PABN apresentaram níveis mínimos de infeção (IR≈100%, p<0,001) 
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quando comparados com células não tratadas. A análise das diluições de LDA para 

aquelas condições confirmam as estimativas anteriores.  

Macrófagos infetados tratados com quercetina apresentaram acentuada redução 

do nível de infeção (IR≈89,76%). A associação com VER (IR≈90.72%, Fig. 31a) ou 

PAßN (IR≈92.16%, Fig. 31c) manteve reduzidos os níveis de infeção.  

Figura 31: Efeito da associação de EPI com quercetina na infeção por L. shawi. Após tratamento de macrófagos 

infetados com quercetina (QUERC) em associação com VER (a), ORT (b) ou PAßN (c) o nível da infeção foi estimado 

por diluição limite (LDA). A maior diluição em que se verificou a presença de parasitas foi utilizada para estimar a 

percentagem de infeção. Macrófagos infetados não tratados e macrófagos infetados tratados com cada um dos EPI 

foram utilizados como controlo. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de duas experiências 

independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas entre os 

diferentes grupos de tratamento. 

Ambos os casos apresentam diferenças significativas (p<0,001) quando 

comparados com células não tratadas. Células infetadas tratadas com quercetina 

apresentam redução significativa (p<0,001)  quando comparadas com células infetadas 

tratadas unicamente com o VER. Por sua vez, macrófagos tratados com quercetina e ORT 

apresentaram aumento significativo de infeção (p<0,001) quando comparado com células 

tratadas com quercetina (Fig. 31b). A associação da quercetina com VER ou PAßN não 
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eliminou o parasita por completo e com ORT até se verificou a reversão do efeito da 

quercetina. Resultados idênticos foram obtidos quando foram consideradas unicamente 

as diluições de LDA. Relativamente à natureza das interações, não se verificou qualquer 

relação do VER ou PAßN com a quercetina (∑FPI=1,02 e ∑FPI=3,34), enquanto ORT e 

a quercetina apresentaram efeitos antagónicos (∑FPI =8,52).  

Macrófagos infetados e tratados com ácido ursólico revelaram redução 

significativa da infeção (IR≈65,4%, p=0,001) quando comparado com macrófagos 

infetados e não tratados (Fig. 32).  

Figura 32: Efeito da associação de EPI com ácido ursólico na infeção por L. shawi. Após tratamento de macrófagos 

infetados com ácido ursólico (ÁC. URS) em associação com VER (a), ORT (b) ou PAßN (c) o nível da infeção foi 

estimado por diluição limite (LDA). A maior diluição em que se verificou a presença de parasitas foi utilizada para 

estimar a percentagem de infeção. Macrófagos infetados não tratados e macrófagos infetados tratados com cada um 

dos EPI foram utilizados como controlo. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de duas 

experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas 

entre os  diferentes grupos de tratamento. 

A associação do ácido ursólico com o VER (IR≈66,6%, p = 0,001,Fig. 32a) ou 

com o PAßN (IR≈87,12%, p <0,001,Fig. 32c) acentuou a redução do parasitismo. 

Contrariamente, a associação com ORT (IR≈7,38%, Fig. 32b) conduziu ao aumento 

significativo da infeção (p=0,015) quando comparado com o tratamento com ácido 
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ursólico (Fig. 32b). A percentagem de infeção de células tratadas com acido ursólico em 

associação com VER foi significativamente menor quando comparado com células 

tratadas unicamente com VER (p=0,028). Quando se utiliza como critério as diluições da 

LDA, apenas a associação ácido ursólico e PAßN apresentaram pelo menos dois títulos 

de diferença quando comparados com macrófagos não tratados. A natureza das interações 

do ácido ursólico com VER ou ORT foram indiferentes (∑FPI=1,93 e ∑FPI=3,76, 

respetivamente) e com PAßN estabeleceu interação antagónica (∑FPI =4,61).  

Macrófagos infetados com L. guyanensis tratados com miltefosina apresentaram 

redução dos níveis de infeção (IR≈37,2%) quando comparados com macrófagos infetados 

e não tratados (Fig. 33).  

Figura 33: Efeito da associação de EPI com miltefosina na infeção por L. guyanensis. Após tratamento de 

macrófagos infetados com miltefosina (MILT) em associação com VER (a), ORT (b) ou PAßN (c), o nível da infeção 

foi estimado por diluição limite (LDA). A maior diluição em que se verificou a presença de parasitas foi utilizada para 

estimar a percentagem de infeção. Macrófagos infetados não tratados e macrófagos infetados tratados com cada um 

dos EPI foram utilizados como controlo. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de duas 

experiências independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas em 

parasitas tratados quando comparados com parasitas não tratados. 
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Porém, apenas a associação com VER teve efeitos significativos na redução da 

infeção (IR≈55,8%, p=0,010, Fig. 33a) quando comparados com macrófagos infetados e 

não tratados. Quando foram consideradas as diluições de LDA não se verificaram 

alterações importantes. A natureza das interações da miltefosina com VER (∑FPI=1,15), 

ORT (∑FPI=2,02) e PAßN (∑FPI=2,40) foram indiferentes. 

A redução do nível de infeção (IR) em macrófagos infetados com L. guyanensis 

tratados com CH8 foi aproximadamente de 99,75% (Fig. 34).  

Figura 34: Efeito da associação de EPI com CH8 na infeção por L. guyanensis. Após tratamento de macrófagos 

infetados com chalcona (CH8) em associação com VER (a), ORT (b) ou PAßN (c), o nível da infeção foi estimado por 

diluição limite (LDA). A maior diluição em que se verificou a presença de parasitas foi utilizada para estimar a 

percentagem de infeção. Macrófagos infetados não tratados e macrófagos infetados tratados com cada um dos EPI 

foram utilizados como controlo. Os resultados encontram-se expressos pela média e desvio padrão de duas experiências 

independentes e de, pelo menos, três réplicas por condição. * (p<0,05) indica diferenças significativas entre os  

diferentes grupos de tratamento. 

Esta redução foi significativa quando comparados com macrófagos infetados e 

não tratados (p<0,001). A associação com VER (IR≈99,89%, p <0,001, Fig.34a), ORT 

(IR≈99,96%, p<0,001, Fig.34b) e PAßN (IR≈99,92%, p<0,001, Fig.34c) quase conduziu 

à eliminação do parasita, sendo os níveis de infeção significativamente diferentes quando 
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comparados com células não tratadas.  A associação da CH8 com ORT causou diminuição 

significativa nos níveis de células infetadas quando comparado com células tratadas 

unicamente com a CH8 (p=0,005). Porém, estes resultados não são confirmados quando 

o critério é a diferença de pelo menos duas diluições da LDA. A interação do CH8 com 

o VER (∑FPI=0,46), ORT (∑FPI=0,15) ou PAßN (∑FPI=0,31) revelou existência de 

sinergia entre os compostos. 

O tratamento de macrófagos infetados com L. guyanensis com quercetina e ácido 

ursólico em associação com os EPI (VER, ORT e PABN) não induziu diminuição dos 

níveis de infeção. 

 

 



IV. Discussão e Conclusões 

 

94 
 

IV. Discussão e Conclusões 

 

A leishmaniose é uma das doenças parasitárias com maior impacto no Mundo, 

uma vez que apresenta elevadas taxas de morbilidade e mortalidade.  Um dos  problemas 

associado ao controlo dos parasitas do género Leishmania é a emergente  resistência dos 

parasitas aos fármacos usados clinicamente. Comprometida a eficácia dos fármacos 

clássicos, o desenvolvimento de novos compostos com atividade antileishmania e a 

terapêutica combinada parecem ser as melhores estratégias para o tratamento da 

leishmaniose.  

São várias as estratégias envolvidas no desenvolvimento de resistências aos 

fármacos antiparasitários (Ouellette, 2001). Em parasitas do género Leishmania, a 

resistência aos fármacos clássicos tem sido associada a bombas de efluxo, em particular 

aos transportadores ABC (Ouellette et al., 2001; Pérez-Victoria et al., 2001; Araújo-

Santos et al., 2005; Sauvage et al., 2009). Devido à sua elevada atividade de membrana 

e efluxo de substratos, estes transportadores são responsáveis pelos fenótipos MDR em 

mamíferos (Dean et al., 2001; Jones & George, 2005).  

  No presente estudo foi aplicado um método que permite caracterizar o efluxo de 

compostos e avaliar a sua reversão por EPI em macrófagos murinos e parasitas do género 

Leishmania. A acumulação de EtBr (substrato de bombas de efluxo) medida 

intracelularmente através da fluorescência emitida, pelo termociclador Rotor-Gene 3000, 

permitiu avaliar o potencial de TZ, PZ, PMZ, VER, ORT e PAßN como inibidores de 

bombas de efluxo e possíveis moduladores do fenótipo de MDR. 

Em macrófagos murinos TZ e PMZ atuaram como moduladores, diminuindo o 

efluxo de EtBr para o exterior das células. Esta modulação é indicativa de que estes EPI 

podem reverter o efluxo de substratos em macrófagos murinos, provavelmente através da 

inibição da atividade das bombas Pgp (Spengler et al., 2014). 

Dos inibidores capazes de reverter o fenótipo MDR em diversos tipos de células, 

modificando a atividade dos transportadores ABC, TZ foi o único EPI que alterou o 

transporte de EtBr em L. infantum, L. shawi e L. guyanenis. O mesmo não foi verificado 

em parasitas do subgénero Leishmania e que causam LTA. Enquanto o VER e a PMZ 
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apenas alteraram o efluxo de EtBr em promastigotas avirulentos de L. infantum e L. 

amazonensis (PH). Por outro lado, PZ inibiu o efluxo de substrato de L. amazonensis (PH) 

e o ORT de promastigotas avirulentos de L. infantum. Por fim, o PAßN foi o único EPI 

que induziu o aumento de acumulação intracelular de EtBr em todas as estipes e espécies 

analisadas. Segundo Viveiros et al., (2008), o PAßN inibe uma proteína do tipo AcrAB 

em bactérias. Assim, pensa-se que tal como acontece em bactérias, os parasitas do género 

Leishmania possuam uma proteína do tipo AcrAB que efluxa um vasto leque de 

substratos. 

O efeito dos EPI varia de espécie para espécie de Leishmania, assim como o nível 

de resistência a fármacos conferido pelos transportadores depende de cada espécie de 

Leishmania (Pérez-Victoria et al., 2001). Este facto, reflete provavelmente diferentes 

formas de atuação dos transportadores assim como de outros fatores necessários ao efluxo 

de substratos através da membrana.  

Silva et al.,  (2004), verificaram que parasitas resistentes a EPI apresentavam 

alterações morfológicas que tinham como consequências modificações na diferenciação, 

infecciosidade e sobrevivência do parasita. No presente estudo, os promastigotas 

avirulentos de L. infantum revelaram-se mais permissivos à modulação de bombas de 

efluxo do que os promastigotas virulentos. Similarmente, a estirpe mais virulenta (isto é 

com menor tempo de cultura) de L. amazonensis (HOM) também evidenciou maior 

resistência à modulação dos transportadores por EPI, quando comparado com 

promastigotas menos virulentos (isto é com maior tempo de cultura) de L. amazonensis 

(PH). Estes resultados sugerem que a diferença de atividade dos EPI e a capacidade dos 

transportadores está relacionada com os níveis de virulência do parasita. Uma vez que, a 

virulência de parasitas Leishmania spp. diminui em cultura (Santos-Gomes & Abranches, 

1996, Moreira et al., 2012). 

Leprohon et al.,  (2006) demonstraram que a atividade dos transportadores varia 

consoante a forma morfológica do parasita. Em nenhum dos ensaios realizados no 

presente trabalho foi possível reverter/modular o transporte de EtBr por amastigotas 

axénicos. Esta situação decorre possivelmente pelo facto de os EPI utilizados serem 
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seletivos para a forma promastigota e/ou o meio ácido e rico em enzimas do 

fagolisossoma poder contrariar a atividade dos moduladores. 

A utilização do método da resazurina em macrófagos e parasitas do género 

Leishmania já tinha sido descrito por outros autores (Hendrickx et al., 2012; Vale-Costa 

et al., 2012, Corral et al., 2013; Kulshrestha et al., 2013). A otimização foi realizada com 

base na viabilidade celular e parasitária, utilizando diferentes espécies de Leishmania, 

densidades celulares, tempos de incubação e avaliação da fluorescência emitida. A 

densidade celular adequada foi determinada com base na fluorescência obtida tendo em 

conta a duração do ciclo celular. De facto, densidades celulares menores necessitam de 

mais tempo para que a fluorescência gerada pela metabolização da resazurina seja 

detetável. Enquanto, concentrações superiores metabolizam a resazurina em pouco 

tempo, emitindo fluorescência superior ao limite de deteção do fluorímetro ou é perdida 

ao longo do tempo. Estando confirmada a existência de correlação entre a concentração 

celular e a capacidade de metabolização da resazurina durante um determinado período 

de tempo. Os parasitas multiplicam-se continuamente, diferindo substancialmente da 

divisão macrofágica. Neste caso específico foi necessário determinar as condições para 

se verificar a densidade parasitária suficiente para gerar sinal quantificável, garantindo 

em simultâneo que a divisão dos promastigotas não fosse limitada pelo esgotamento dos 

constituintes do meio de cultura. 

Com o objetivo de minimizar quaisquer danos nas células do hospedeiro, os níveis 

de CC10 correspondente a 90% de viabilidade dos macrófagos após exposição ao VER, 

ORT ou PAßN foram selecionadas e utilizadas na caracterização da internalização de 

fármacos e compostos por células infetadas por Leishmania spp. Os derivados da 

fenotiazida, TZ, PZ e PMZ, mantém a elevada toxicidade característica das fenotiazinas 

(Musuka et al.,  2013). Contrariamente, o PAßN não apresenta toxicidade para a linha 

celular macrofágica. 

De forma a garantir que o uso dos EPI potencia a atividade dos fármacos 

antileishmania e de novos compostos, não tendo por si só efeitos inibitórios na replicação 

parasitária, selecionou-se os EPI utilizando as concentrações mais baixas correspondentes 

ao CC10 (macrófagos) e o IC10 (parasitas) nos estudos de caraterização da internalização 

de fármacos e compostos em células infetadas por Leishmania spp. 
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Dos EPI analisados, VER, PZ, PMZ e ORT apresentaram menor toxicidade para 

a espécie L. infantum. Contrariamente, TZ e PAßN evidenciaram elevada atividade 

antileishmania. Em parasitas do género Leishmania que causam LC, VER, PZ, ORT e 

PAßN revelaram baixa toxicidade. Porém, TZ e PMZ demonstraram possuir atividade 

anti L. amazonensis. Nos parasitas do subgénero Viannia a citotoxidade de VER, PZ, 

PMZ, ORT e PAßN foi reduzida, no entanto TZ mostrou possuir elevada atividade 

antiparasitária. Resumidamente, TZ é o EPI com maior atividade antileishmania, 

contrariamente ao VER em LVZ e PAßN em LTA. Os EPI são moduladores das proteínas 

associadas a diversos transportadores celulares. Estas moléculas desempenham funções 

essenciais para a manutenção da homeostasia celular. Neste estudo, verificou-se que 

praticamente todos os EPI possuem atividade leishmanicida, uma vez que ao regularem 

as bombas de efluxo alteram o transporte de metabolitos, colocando em risco funções 

essenciais à viabilidade celular.  

Em promastigotas virulentos de L. infantum, o IC50 dos EPI é superior quando 

comparado com promastigotas avirulentos, assim como a estirpe HOM de L. amazonensis 

apresenta IC50 dos EPI superior quando comparada com promastigotas da estirpe PH, 

exceto para o ORT e PAßN. Estes resultados indicam que parasitas mais virulentos são 

mais resistentes aos EPI que alteram a atividade das ATPases. Por outro lado, as espécies 

que causam LC são mais sensíveis aos EPI do que os promastigotas virulentos de L. 

infantum, com exceção do ORT e PAßN. A suscetibilidade dos EPI aparenta estar 

relacionada com as formas clínicas e atividade das ATPases. Em promastigotas de L. 

shawi, o IC50 dos EPI foram superiores aos encontrados para L. guyanensis, com exceção 

do VER, ORT e PABN. Estes EPI evidenciaram maior seletividade para os parasitas do 

subgénero Leishmania, tendo apresentado menor citotoxidade quando comparados com 

os restantes EPI.  

O potencial antileishmania dos novos compostos, ácido ursólico, ácido oleanólico, 

CH8 e quercetina, já tinha sido anteriormente descrita por outros autores.Com o intuito 

de reduzir danos celulares, nos ensaios de internalização de fármacos e novos compostos 

por macrófagos parasitados foram utilizadas as concentrações de CC10 previamente 

determinadas para os diferentes fármacos e compostos. Foi verificado que o ácido 

ursólico e a associação ácido oleanólico e ursólico apresentavam maior citotoxicidade. A 



IV. Discussão e Conclusões 

 

98 
 

toxicidade dos ácidos ursólico e oleanólico e da quercetina já havia sido verificada por 

Gnoatto et al. (2008) e Mari et al. (2009), Montrieux et al. (2014), respetivamente. De 

facto, estes compostos apresentaram maior toxicidade na linha celular P388D1 do que o 

fármaco de referência miltefosina. Enquanto que o antimoniato de meglumina e a CH8 

apresentaram citotoxicidade reduzida quando comparados com os restante compostos. Os 

níveis de citotoxicidade da CH8 verificados no presente estudo estão de acordo com os 

referidos por Hermoso et al.  (2003) e Mello et al.  (2014), sendo menos tóxica do que 

outras chalconas (Mello et al., 2014). 

Após análise dos valores de IC50 dos diferentes fármacos e compostos obtidos em 

promastigotas, a miltefosina, o ácido ursólico, a CH8 e a quercetina foram selecionados 

para os ensaios de caracterização da internalização de fármacos por células infetadas por 

Leishmania spp. O antimoniato de meglumina não foi selecionado por não ter sido 

possível determinar o IC50. No entanto, este resultado é bastante plausível, uma vez que 

atua como um pró-fármaco, precisando de ser reduzido à sua forma trivalente para se 

tornar ativo. De igual modo, tal como já havia sido verificado por Peixoto et al. (2011) a 

associação ácido ursólico e oleanólico foi excluída por não existirem diferenças 

importantes quando comparados com parasitas tratados unicamente com ácido ursólico.  

Apesar de na literatura a atividade antileishmania dos novos compostos ser um 

tema controverso, os resultados obtidos no presente estudo indicam que consoante as 

espécies em causa os compostos têm atividade antileishmania elevada ou moderada. Em 

algumas das espécies de Leishmania, os compostos evidenciaram atividade leishmanicida 

superior à da miltefosina. O ácido ursólico e a CH8 parecem ser os compostos mais 

eficientes na eliminação dos parasitas causadores de LVZ. Segundo  Passero et al., 

(2011), as variações de resultados obtidas pelos diferentes grupos de investigadores para 

os mesmos compostos pode ser consequência da origem das estipes e do nível de 

virulência de cada espécie ou estirpe, uma vez que a virulência do parasita pode ser 

alterada durante o período em que foram mantidos em cultura axénica (in vitro) sem terem 

tido contacto com hospedeiro vertebrado ou invertebrado (Santos-Gomes & Abranches, 

1996, Moreira et al.,  2012).  

Os valores de IS obtidos indicam que a miltefosina e a CH8 têm maior seletividade 

para o parasita quando comparados com os restantes fármacos e compostos. Quando 
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comparada com a miltefosina, a CH8 é mais seletiva uma vez que não apresentou 

citotoxicidade na linha celular P388D1. Com já descrito por Musayeib et al. (2013) o 

ácido ursólico e a combinação ácido oleanólico e ursólico revelaram seletividade reduzida 

para Leishmania spp.  

Os macrófagos são as células hospedeiras de parasitas do género Leishmania. As 

espécies do subgénero Leishmania foram mais infetantes para a linha celular P388D1. 

Principalmente, as que provocam LTA que no presente estudo atingiram as maiores taxas 

de infeção. Contrariamente, L. infantum e as espécies do subgénero Viannia atingiram 

baixos níveis de infeção. Para além disso, as espécies do subgénero Viannia demoraram 

mais tempo a infetar os macrófagos (P388D1). Estes resultados apontam possíveis 

diferenças nos mecanismos de reconhecimento dos parasitas indutores da fagocitose.  

O efeito da associação de EPI com fármacos clássicos e novos compostos em 

macrófagos parasitados por Leishmania spp. foi analisado. Isoladamente, os EPI VER, 

ORT e PABN não têm qualquer efeito na redução do parasitismo em macrófagos 

infetados in vitro com L. infantum, L. amazonensis (HOM) ou L. guyanensis. 

Contrariamente, ORT, VER e PABN reduziram os níveis de infeção de macrófagos por 

L. shawi. A redução mais significava ocorreu com a utilização de PABN. Esta redução 

do parasitismo por EPI pode estar relacionada com o facto de as concentrações utilizadas 

terem sido definidas em promastigotas e não em amastigotas e por uma eventual afinidade 

ou capacidade de destruir os parasitas variável. Segundo Silva (2014) a forma do parasita 

faz variar a concentração necessária para inibir o crescimento de parasitas e os compostos 

podem ter maior afinidade por uma das formas morfológica dos parasitas. Apesar deste 

resultado, a redução da infeção é mais eficaz na presença da associação miltefosina-EPI 

(VER, ORT ou PAßN), quercetina-VER e ácido ursólico-VER. A espécie L. shawi é a 

mais permissiva à atividade dos EPI isoladamente e, simultaneamente menos sensível à 

combinação de fármaco-EPI, sugerindo um possível mecanismo competitivo entre os 

compostos.  

    A miltefosina diminui o número de células infetadas por L. shawi ou por parasitas 

do subgénero Leishmania quer isoladamente ou em conjunto com VER, ORT ou PAßN. 

Em macrófagos infetados com L. guyanensis, a miltefosina apenas reduziu a infeção 



IV. Discussão e Conclusões 

 

100 
 

quando em associação com o VER. VER, ORT ou PAßN potenciaram a ação da 

miltefosina, estabelecendo relações de sinergia em células infetadas com L. infantum. 

Sendo que a maior atividade antileishmania ocorre com a associação miltefosina-PAßN. 

Esta última condição também se verifica em macrófagos infetados com a estirpe HOM 

de L. amazonensis e L. shawi. Os resultados sugerem que a miltefosina poderá ser um 

substrato de transportadores, em particular do tipo AcrAB existente em bactérias 

(Viveiros et al., 2008). A maior atividade do fármaco em associação com o EPI, deve-se 

possivelmente à inibição dos transportadores e consequentemente à redução do efluxo. 

Na infeção por L. shawi., o ORT estabelece relações de antagonismo com a 

miltefosina, apontando para a existência de competição entre os substratos, 

nomeadamente entre o fármaco antileishmania e o EPI. Sugerindo ainda que L. shawi tem 

maior secreção de fosfatases ácidas, essenciais na infeção, do que as outras espécies em 

estudo (Mendez et al., 2014). Enquanto que em macrófagos infetados com L. guyanensis, 

nenhum dos EPI potenciou a atividade antiparasitária da miltefosina, sugerindo que a 

atividade dos transportadores não é constante em todas as espécies de Leishmania. 

Em L. shawi e nas duas espécies do subgénero Leishmania, concentrações não 

tóxicas de CH8 eliminaram a infeção. Porém, CH8 isoladamente ou em associação com 

o VER, ORT ou PAßN apenas promoveu a redução dos níveis de infeção por L. 

guyanensis. Neste caso, os EPI potenciam a atividade de CH8, estabelecendo interações 

sinérgicas com o composto. A associação de CH8 e ORT é mais eficaz na diminuição da 

parasitémia do que a miltefosina isoladamente. Estes resultados, sugerem que CH8 

poderá ser um substrato dos transportadores ABC, semelhante à Pgp (Spengler et al., 

2014) e a AcrAB (Viveiros et al., 2008) em bactérias. Podendo a atividade de CH8 ser 

aumentada com a utilização de EPI não tóxicos, nomeadamente fitoquímicos que 

diminuam o seu efluxo para fora da célula. 

Nas condições do presente estudo, a quercetina, isoladamente ou em associação 

com o VER ou com o PAßN reduziu o número de células infetadas por L. shawi. A 

associação como os EPI não incrementou a atividade terapêutica da quercetina. Como a 

quercetina é também um EPI (Roohparvar et al., 2007) pode atuar nos mesmos 

transportadores que os outros EPI, estabelecendo uma possível relação de 

competitividade, não tendo assim potenciada a sua atividade. Em macrófagos infetados 



IV. Discussão e Conclusões 

 

   101 
 

com L. shawi o VER e o ORT também não potenciam a ação da miltefosina, sendo que 

este último estabelece relações de antagonismo entre os compostos. Estes resultados 

sugerem que os transportadores de L. shawi poderão ter atividades e modulação diferentes 

das outras espécies. Sugerindo que as várias espécies podem ter afinidades diferentes para 

o mesmo substrato. 

O ácido ursólico, isoladamente ou em associação com o VER ou com o PAßN, 

unicamente reduz a infeção de macrófagos por L. shawi. O que sugere que L. shawi é 

mais permissiva ao tratamento com ácido ursólico do que as outras espécies em estudo. 

VER, ORT PAßN não potenciam a atividade do ácido ursólico, sendo antagónicos. Este 

fenómeno ocorre possivelmente por um mecanismo de competição e por o EPI poder 

induzir o efluxo do composto por outros transportadores (Biot et al., 2013) 

Resumindo, os novos compostos têm maior atividade em amastigotas do 

subgénero Viannia. No entanto, a modulação dos transportadores responsáveis pelo 

efluxo dos fármacos varia entre as espécies de Leishmania. O PAßN modifica a atividade 

de transportadores que efluxam substratos, nomeadamente transportadores do tipo AcrAB 

existente em bactérias (Liu et al., 2010 , Voukeng et al., 2012) e potencia o efeito da 

terapêutica na maioria dos parasitas do género Leishmania. Por sua vez, o VER, um 

inibidor da atividade de Pgp, estabelece relações de sinergia com os compostos 

provavelmente através da modulação de Pgp (Kaur & Dey, 2000). O funcionamento 

normal do ORT, pode ser alterado por outros compostos como a quercetina (Leslie et al., 

2001). Para além disso, apresenta atividade variável consoante a espécie de Leishmania 

que infeta os macrófagos. Esta variação de atividade deve-se possivelmente, à forma 

como inibe as ATPases em cada espécie de Leishmania, tendo implicações na geração da 

energia necessária ao funcionamento das bombas (Spillman et al.,2013).  

Resultados diferentes, e em alguns casos mais favoráveis ao controlo da infeção 

por Leishmania, poderiam ter sido obtidos se fossem utilizadas concentrações de EPI 

superiores, que não fossem tóxicas apenas para o macrófago. No entanto, ao utilizar 

concentrações não tóxicas para o parasita, garantimos que o aumento da atividade dos 

fármacos se deve à modulação das bombas de efluxo e não à eventual atividade 

antileishmania dos EPI. 
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Conclusões e perspetivas futuras 

O conjunto de trabalhos que compõem esta dissertação  teve como objectivo 

caracterizar a internalização de fármacos clássicos com actividade antileishmania  e de 

novos compostos por macrófagos parasitados com Leishmania spp.  A utilização de EPI 

favorece a atividade antileishmania de compostos que são substratos das bombas de 

efluxo.  O método utilizado permitiu avaliar um largo espectro de EPI em parasitas do 

género Leishmania. Apesar de esta avaliação ter sido realizada em promastigotas 

forneceu informações essenciais sobre o tipo de transportadores de efluxo associados a 

determinados fármacos, que deverão ser consideradas no estudo e avaliação de novas 

opções terapêuticas.  

Os EPI revelaram-se uma opção válida para o desenho de  uma terapêutica 

combinada antileishmania. Para além de  potenciarem a atividade leishmanicida de 

fármacos clássicos e de novos compostos, em simultâneo,  os EPI podem reduzir os 

efeitos tóxicos da terapêutica antileishmania e  prevenir o aparecimento de resistências, 

facilitando o acesso do tratamento ás populações mais desfavorecidas. É, portanto 

fundamental, continuar a investir no estudo de novos compostos antileishmania,  de forma 

que num futuro próximo se disponha de um vasto leque de fármacos,   e em EPI não 

tóxicos que possam ser utilizados  em terapia combinada de modo a reduzir a 

concentração de fármacos necessários à cura das leishmanioses. 
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