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                                          RESUMO 

 

Estudos precoces de ADME podem agilizar o processo de desenvolvimento de 

novos fármacos, selecionando os mais promissores para futuros estudos 

farmacocinéticos. Nesse sentido, e considerando a necessidade de novos 

tratamentos para a leishmaniose visceral e para a tripanossomíase americana, as 

moléculas LINS03006, LINS03011 e LINS03013 com ação sobre o Trypanosoma 

cruzi e a Leishmania infantum foram desenvolvidas por pesquisadores da 

UNIFESP/Diadema. O presente trabalho teve como objetivo realizar estudos físico-

químicos e de ADME para a seleção das moléculas LINS mais promissoras para 

futuros estudos in vivo. Métodos analíticos e bioanalíticos por UHPLC/UV foram 

desenvolvidos para a quantificação dos compostos nos ensaios realizados. Foram 

realizados estudos de estabilidade química em diferentes pHs (1,2; 7,4 e 8,8), 

estabilidade metabólica em microssomos de rato e humano, estabilidade ex vivo, 

coeficientes de partição (log P) e permeabilidade em células Caco-2. Os compostos 

apresentaram estabilidade de até 24 horas em todos os pHs avaliados, levando à 

expectativa de que na administração oral não ocorrerá degradação decorrente do pH 

estomacal, sanguíneo e duodenal. O estudo em plasma de rato resultou, para todos 

os compostos, estabilidade em tempo suficiente – ao menos 6 horas – com 

expectativa de que ocorra efeito in vivo. Nos estudos de logP, os compostos 

apresentam características lipofílicas, favorecendo a permeabilidade e o clearance 

hepático. No ensaio de permeabilidade, os compostos LINS apresentaram Papp> 5,0 

x E-06 cm/s, podendo ser classificados como de média ou alta permeabilidade, dessa 

forma, há expectativa de absorção através do epitélio intestinal. Na estabilidade 

metabólica em microssomos de ratos, os compostos LINS03006 e LINS03013 

demonstraram ser substratos das enzimas do citocromo P450, diferente do 

LINS03011. Em microssomos humano nenhum dos compostos LINS apresentaram 

degradação, evidenciando que o clearance hepático não é a principal via de 

eliminação em humanos. Os resultados obtidos demonstram que as moléculas 

apresentam características adequadas à continuidade do desenvolvimento.  

 

Palavras-chave: Leishmaniose; Tripanossomíase; ADME; Caco-2, 

Microssomos. 



ABSTRACT 

 

Early studies of ADME can speed up the development of new drugs, selecting the 

most promising for future pharmacokinetic studies. In this sense, and considering the 

need for new treatments for visceral leishmaniasis and american trypanosomiasis, 

the molecules LINS03006, LINS03011 and LINS03013 with action on Trypanosoma 

cruzi and Leishmania infantum were developed by researchers from 

UNIFESP/Diadema. The present work aimed to perform physical-chemical and 

ADME studies to select the most promising LINS molecules for future in vivo studies. 

Analytical and bioanalytical methods by UHPLC/UV were developed for the 

quantification of compounds in the assays performed. Chemical stability studies were 

performed at different pHs (1.2, 7.4 and 8.8), metabolic stability in rat and human 

microsomes, ex vivo stability, partition coefficients (log P) and permeability in Caco-2 

cells. The compounds exhibited stability of up to 24 hours in all evaluated pHs, 

leading to the expectation that oral degradation will not occur due to stomach, blood 

and duodenal pH. The study in rat plasma resulted, for all compounds, stability in 

sufficient time - at least 6 hours - with the expectation that in vivo effect would occur. 

In logP studies, the compounds presented lipophilic characteristics, favoring 

permeability and hepatic clearance. In the permeability assay, the LINS compounds 

presented Papp > 5.0xE-06 cm/s, which can be classified as medium or high 

permeability, thus, there is an expectation of absorption through the intestinal 

epithelium. In the metabolic stability in microsomes of rats, compounds LINS03006 

and LINS03013 were shown to be substrates of cytochrome P450 enzymes, different 

from LINS03011. In human microsomes none of the LINS compounds showed 

degradation, evidencing that hepatic clearance is not the main route of elimination in 

humans. The results obtained demonstrate that the molecules present characteristics 

suitable for the continuity of development. 

 

Keywords: Leishmaniasis; Trypanosomiasis; ADME; Caco-2, Microsomes. 
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1. INTRODUÇÃO 

A leishmaniose e a tripanossomíase americana, doenças de expressão 

significativa na população rural, tem sido cada vez mais frequentes no ambiente 

urbano, acometendo milhares de pessoas todos os anos. Apesar dessas doenças se 

tornarem um crescente problema de saúde pública não só no Brasil, mas também em 

diversas regiões do continente americano, continuam sendo negligenciadas (MSF, 

2018; PORTAL DA SAÚDE, 2018) 

Nos últimos anos, no Brasil, foram registrados anualmente mais de 3 mil casos 

de pessoas infectadas pela leishmaniose e mais de 200 óbitos (PORTAL DA SAÚDE, 

2018).  Quando o parasita infectante é a Leishmania (L.) infantum, responsável pela 

leishmaniose visceral, o quadro pode evoluir para óbito em mais de 90% dos casos 

quando a doença não é tratada (ARTACHO, 2009). 

 Apesar do supramencionado, só existem três medicamentos para o tratamento 

disponibilizados no mercado em nosso país: o antimoniato de meglumina, a 

anfotericina B lipossomal e o desoxicolato de anfotericina B, sendo que o primeiro está 

disponível no mercado desde a década de 40 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Esses 

fármacos atuam contra a forma amastigota da Leishmania (L.) infantum, ou seja, atuam 

na fase inicial e avançada da doença, no entanto, são altamente tóxicos e de uso 

injetável, sendo necessária a administração por um profissional da saúde e em 

ambiente hospitalar, o que dificulta a adesão e continuidade do tratamento pelos 

pacientes, resultando em alta desistência (DEMICHELI; FRÉZARD, 2005; MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2014).  

Os antimoniais, além de elevada toxicidade que pode culminar em complicações 

cardíacas, renais e hepáticas, tem apresentado menor eficácia no tratamento da 

leishmaniose em decorrência do surgimento de resistência dos parasitas (MINISTÉRIO 
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DA SAÚDE, 2014). Assim como os fármacos antimoniais a anfotericina B lipossomal e 

o desoxicolato de anfotericina B, também apresentam elevada toxicidade, podendo 

acarretar lesão renal aguda (DEMICHELI E FRÉZARD, 2005; EBSERH, 2016). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), estima-se que no Brasil há 

mais de um milhão de pessoas acometidas pela tripanossomíase - causada pelo 

Trypanosoma cruzi – levando à morte de aproximadamente 16 mil pessoas por ano 

(BEZERRA et al. 2012; DIAS et al. 2016).  

Apesar da gravidade da tripanossomíase, o benzonidazol é o único fármaco 

disponibilizado para o tratamento no nosso país. Este fármaco apresenta resultados 

efetivos somente contra a forma tripomastigota do T. cruzi, ou seja, é eficaz somente 

na fase aguda da doença, sendo ineficaz na fase crônica que apresenta unicamente a 

forma amastigota. Dentre os efeitos adversos causados pelo benzonidazol destacam-

se as alterações cutâneas, intolerância gástrica e neurite. Os efeitos adversos 

aparecem em cerca de 50% dos pacientes, muitas vezes resultando na suspensão do 

tratamento (IANNI, 1998; AMBR, 2014; MSF, 2018). 

Apesar de toda a gravidade apresentada pela leishmaniose e pela 

tripanossomíase americana, além das complicações para o tratamento, essas doenças 

continuam sendo negligenciadas pelos setores privados da economia, restando aos 

setores públicos a responsabilidade de desenvolver novos medicamentos (GONTIJO; 

MELO, 2004; DEMICHELI; FRÉZARD, 2005).  

Diante deste panorama, instituições públicas tem se empenhado em descobrir 

novos fármacos para o tratamento da leishmaniose e da tripanossomíase, como o 

grupo de pesquisa do Instituto de Ciências Ambientais, Químicas e Farmacêuticas da 

Universidade Federal de São Paulo (Unifesp), sob a coordenação do Prof. Dr. João 

Paulo dos Santos Fernandes. Este grupo de pesquisa sintetizou novos compostos a 
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partir de alquilfenóis (gibbilimbol A e B) isolados das folhas de Piper malacophyllum 

(Piperaceae) que apresentam atividade antiparasitária - sobre o Trypanosoma cruzi e 

sobre a Leishmania infantum (VARELA et al. 2016).  Para melhorar a especificidade 

pelo parasita e a ação antiparasitária, o grupo de pesquisa sintetizou análogos dessas 

moléculas. Entre os derivados sintetizados, se destacaram, em termos de atividade, os 

compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 (VARELA et al. 2016). 

Cerca de 50% do insucesso da introdução de novos fármacos e medicamentos 

no mercado estão relacionados à elevada toxicidade e características farmacocinéticas 

inadequadas, com grande impacto sobre o custo do desenvolvimento de novos 

produtos. Assim se tornaram necessários, o mais cedo possível, estudos sobre a 

farmacocinética e toxicidade dos candidatos a fármacos, para a seleção daqueles mais 

promissores nas fases mais precoces do desenvolvimento (ROBERTS, 2001; 

WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; VAN BREEMEN; LI, 2005).  

Como consequência, muitos laboratórios e indústrias farmacêuticas tem adotado 

métodos in vitro para os testes de ADME (Absorção, Distribuição, Metabolismo e 

Excreção), como, por exemplo, o uso da linhagem celular de adenocarcinoma de cólon 

humano (Caco-2) e de microssomas de fígado de rato e de humanos, que apresentam 

validade preditiva quanto à permeabilidade e o metabolismo de novos fármacos, 

respectivamente (VAN BREEMEN; LI, 2005; HUBATSCH et al. 2007; SILVA, 2016).  

Quando se encontram em meio de cultura, as células Caco-2 mimetizam a 

parede do intestino delgado humano apresentando várias características semelhantes 

à barreira física desse epitélio, o que permite medir a permeabilidade para a 

caracterização da absorção e, consequentemente, da biodisponibilidade de novos 

fármacos quando administrados pela via oral. Entretanto, além da permeabilidade, os 

efeitos do metabolismo também influenciam crucialmente na biodisponibilidade de uma 
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substância e, portanto, é essencial conhecer a sua estabilidade metabólica para o 

sucesso  terapêutico esperado (SAMBUY et al. 2005; SEVIN et al. 2013; SILVA, 2016) 

Ainda, as características físico-químicas de um composto - que podem ser 

determinadas em ensaios in vitro - apresentam relação direta com a sua disposição 

cinética. A lipofilicidade, que pode ser representada pelo coeficiente de partição por 

exemplo, influencia diretamente nos processos farmacocinéticos, como a absorção 

oral, na permeabilidade, na ligação as proteínas plasmáticas, no volume de distribuição 

e no metabolismo. Dessa forma o logP pode ser considerado um importante parâmetro 

para prever características disposicionais de um novo fármaco, e se estas 

características o tornam promissor para a continuidade do desenvolvimento do produto 

farmacêutico (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003). 

O presente trabalho teve como objetivo realizar ensaios físico-químicos e 

caracterizar a permeabilidade e metabolismo in vitro utilizando o modelo de 

monocamadas Caco-2 e o modelo microssomal hepático de ratos e de humanos,  para 

selecionar dentre os compostos planejados pelo grupo da UNIFESP aqueles com 

características mais apropriadas para a continuidade de estudos pré-clínicos e clínicos, 

cujo objetivo é o desenvolvimento de produtos para o tratamento da Leishmaniose e 

Tripanossomíase. 
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2.  CONCLUSÃO  

As características de estabilidade química e ex vivo observadas nos ensaios 

realizados são favoráveis à administração oral dos compostos.  

Os valores de logP obtidos para os compostos LINS03006 e LINS03013 indicam 

maior lipofilicidade  do que hidrofilicidade. Conforme Lipinski, para que a 

biodisponibilidade não seja comprometida, é adequado para a absorção enteral que os 

compostos apresentem logP < 5, como é o caso do LINS03006. Já para compostos 

que apresentam logP > 5, a administração sublingual é mais adequada, como é o caso 

do LINS03013 (HANSCH; BJÖRKROT; LEO, 1987). 

A permeabilidade aparente observada nos ensaios em Caco-2 para os 

compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 leva à expectativa de efetiva 

absorção enteral. 

A instabilidade metabólica observada para LINS03006 e LINS03013 em 

microssomas de rato aponta que a realização de estudos de farmacocinética em ratos 

devem trazer resultados de eliminação superiores ao esperado em humanos. Ainda, a 

instabilidade metabólica desses compostos sugere que na administração oral, embora 

haja a expectativa de boa absorção enteral, há também expectativa de metabolismo 

pré-sistêmico, com possível baixa biodisponibilidade oral. Ainda, a instabilidade 

metabólica é esperada para compostos que apresentam lipofilicidade, conforme foi 

observado nos valores de LogP obtidos.  

Os resultados obtidos neste trabalho permitem o planejamento dos futuros 

estudos de farmacocinética em modelo animal, que devem incluir não somente a 

administração intravenosa mas também oral dos compostos, para a determinação dos 

parâmetros farmacocinéticos que serão úteis à construção de outros protocolos para os 
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estudos de atividade farmacológica in vivo, e estudos farmacocinéticos em outros 

modelos animais.  
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