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RESUMO 

As doenças negligenciadas representam um grande desafio para políticas em saúde 
pública, sendo as leishmanioses e a malária duas importantes doenças parasitárias, 
por acometerem um mesmo perfil populacional e necessitarem de novos agentes 
terapêuticos para somarem ao portfólio de quimioterápicos atualmente em uso. 
Considerando os objetivos de Desenvolvimento Sustentável proposto pela ONU, o 
qual estabelece uma agenda global que propicie o desenvolvimento sustentável como 
uma perspectiva de construção de um futuro comum, pautado nas Pessoas, 
Prosperidade, Planeta, Paz e Parcerias. Dentro deste contexto, nosso grupo de 
pesquisa vem estudando novas moléculas promissoras para o tratamento de doenças 
parasitárias, contribuindo para o tema Saúde e Bem-Estar que visa o desenvolvimento 
de pesquisas direcionadas ao entendimento e ações de prevenção, terapia e controle 
de doenças transmissíveis e não transmissíveis, desenvolvimento e avaliação de 
novos fármacos e medicamentos. Assim, ao longo do desenvolvimento desta 
pesquisa, furoxanos (4a-o) e benzofuroxanos (4p-x) foram caracterizados quanto ao 
potencial anti-amastigota para Leishmania infantum, identificando os furoxanos 
doadores de NO (4a-h, 4l-m) e o benzofuroxano 4r como os mais potentes (EC50 < 
10 µM) e seletivos (SI > 10). Após clonagem do gene e expressão da correspondente 
enzima cisteíno protease de Leishmania mexicana LmCPB2.8∆CTE (CPB 2.8) em 
Pichia pastoris, verificou-se que os furoxanos (4a-n), benzofuroxanos (4q-r e 4t-u) e 
N-acil-hidrazonas (14a-g) apresentam boa capacidade de inibir a protease parasitária 
(0,8 < IC50 < 14 µM). Como prova de conceito, destaca-se que a atividade 
leishmanicida dos compostos pode estar relacionada a um efeito dual provocado pela 
atividade microbicida do NO, associada à inibição da enzima, visto que (14a-g) inibem 
CPB2.8 (2 < IC50 < 12 µM), mas não apresentam atividade anti-amastigota na máxima 
concentração testada (10 µM). A análise in silico de parâmetros farmacocinéticos 
indicou 4f para avaliação quanto ao seu potencial terapêutico frente a camundongos 
Balb/c infectados com L. infantum. Verificou-se que a administração oral duas vezes 
ao dia com uma dose de 7.7 mg/kg/dia, foi capaz de reduzir em 90% a carga 
parasitária no fígado e baço, sem causar danos hepáticos ou renais, finalizando assim 
o trabalho desenvolvido para L. infantum. Todas as moléculas foram posteriormente 
avaliadas frente a formas intra-eritrocitárias de Plasmodium falciparum geneticamente 
modificados para expressar o indicador de Ca2+ GCaMP3, mediante estágio 
sanduíche na New Jersey Medical School, Rutgers, Newark – EUA.  Dentre os 
furoxanos, 4m (EC50 2,8 µM) foi o mais promissor, enquanto 4r foi o benzofuroxano 
mais ativo, apresentando inibição em torno de 40% do crescimento parasitário. 
Estudos de mecanismos de ação mostraram que 4m não é capaz de alterar a 
morfologia do vacúolo digestivo, onde está localizada a cisteíno protease de 
plasmódio, como pode ser observado para o controle inibidor de proteases E64. 
Análise do extrato proteico de eritrócitos infectados e tratados por 10 horas com 4m 
ou E64 mostrou  acúmulo de proteínas não degradadas apenas no tratamento com 
E64, indicando que a cisteíno protease de P. falciparum, potencialmente, não é o alvo 
de 4m. Foi analisada também a capacidade dos compostos interferir na homeostase 
do Ca2+ intracelular, sendo 4m capaz de alterar os níveis deste íon no parasita, não 
apresentando o mesmo efeito em hepatócitos murinos, após liberação do cátion a 
partir do retículo endoplasmático, sendo, portanto, este efeito seletivo para o parasita. 
A influência do NO liberado pela molécula 4m neste desbalanço foi descartada, visto 
que o composto doador de NO utilizado como controle não promoveu nenhuma 



 

alteração nos níveis de cálcio. Estes dados mostram que os furoxanos possuem 
grande potencial para o desenvolvimento de anti-leishmaniais e anti-maláricos. 

Palavras chave: Anti-leishmaniais. Anti-maláricos. Cisteíno protease. Homeostase do 
Cálcio. Furoxanos. Leishmania infantum. Óxido nítrico. Plasmodium falciparum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Neglected diseases represent a major challenge for public health policies. Among 

these diseases, we highlight leishmaniasis and malaria: two important parasitic 

diseases that affect poor people with no political voice and heavily affected by the 

etiologic agents Leishmania spp. and Plasmodium spp. There are few available 

therapeutic drugs, which present high toxicity and low efficacy; thus, new therapeutic 

agents are urgently needed. Considering the Sustainable Development goals 

proposed by The United Nations, which establishes a global agenda to promote, 

among other goals, Health and wellness for the human population until 2030, our 

research group has been involved contributing to this theme in order to develop new 

therapy to control leishmaniasis and more recently, malaria on the context of this 

research project. Therefore, furoxan (4a-o) and benzofuroxan (4p-x) compounds were 

characterized regarding the anti-Leishmania infantum effect, which identified the 

furoxan NO donors (4a-h, 4l-m) and benzofuroxan 4r as the most potent and selective 

compounds (EC50 < 10 µM; SI > 10). Due to the presence of a N-acyl-hydrazone group 

that seems to target proteases, we cloned and expressed the corresponding 

Leishmania mexicana cysteine protease enzyme LMCPB2.8∆CTE (CPB2.8) in Pichia 

pastoris in order to evaluate the inhibitory effect of these compounds against the 

purified enzyme. The furoxans (4a-n), benzofuroxan (4q-r and 4t-u) and N-acyl-

hydrazone compounds (14a-g) show good ability to inhibit the parasite protease (0.8 

µM < IC50 < 14 µM). It is also important to highlight that the leishmanicidal activity of 

these compounds might be related to a dual effect caused by the microbicidal activity 

of NO and associated to the enzyme inhibition, since 14a-g, which are not able to 

release NO, thus not present any anti-amastigote activity at the maximum tested 

concentration (10 µM), although causing protease inhibition (2 µM < IC50 < 12 µM). In 

silico, pharmacokinetic analysis shows the therapeutic potential of 4f a L.infantum-

infected Balb/c mice model. After oral administration, twice daily at a 7.7 mg/kg/day 

dose, 4f reduced the parasite burden by 90% in the liver and spleen, with no observed 

toxicity to the liver or kidney, finishing the studies involving L. infantum. All molecules 

were subsequently evaluated against intra-erythrocyte forms of Plasmodium 

falciparum genetically modified to express the GCaMP3 Ca2+ indicator through a 

sandwich stage at Rutgers New Jersey Medical School in Newark – USA. Among the 

furoxan, 4m (EC50 2.8 µM) while 4r was the most active benzofuroxan, showing 

inhibition around 40% of parasite growth inhibition. Studies regarding the mechanism 

of action suggests that 4m probably is not targeting the P. falciparum proteases 

falcipains through the analyses of morphological modifications of the parasite digestive 

vacuole, or hemoglobin degradation. In the meantime, the ability of the compounds to 

interfere in intracellular calcium homeostasis was also analyzed. The compound 4m is 

selectively capable to preferentially alter the levels of this ion in the parasite rather than 

in murine hepatocytes through the release of calcium from the endoplasmic reticulum 

not related to an indirect effect due to NO release. This data shows that the furoxan 

compounds have potential to develop antileishmanial and antimalarial drugs. 

Keywords: Antileishmanial. Antimalarial. Cysteine protease. Calcium homeostasis. 

Furoxan. Leishmania infantum. Nitric oxide. Plasmodium falciparum. 
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1 INTRODUÇÃO 

As doenças negligenciadas compreendem um conjunto de doenças infecciosas 

causadas por uma série de patógenos, como bactérias, vírus, fungos e parasitas; 

também conhecidas como doenças tropicais negligenciadas por ocorrerem com maior 

frequência nos trópicos (HOTEZ et al., 2020). As leishmanioses são um conjunto de 

doenças que afetam milhares de pessoas no mundo e apresentam sérios problemas 

relacionados à terapêutica, necessitando, assim, de esforços para o desenvolvimento 

de novas alternativas para o tratamento destas doenças (FEASEY et al., 2010). A 

malária por sua vez embora não seja classificada como negligenciada pela 

Organização Mundial da Saúde, é um importante problema de saúde pública uma vez 

que acomete o mesmo perfil populacional das leishmanioses e apresenta também 

problemas relacionados à sua terapêutica (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 

2018). 

As leishmanioses ocorrem em 98 países da América Latina, África, Europa e 

Ásia, atingindo cerca de 12 milhões de pessoas e colocando em risco 

aproximadamente outros 350 milhões (ALVAR et al., 2012; LOHARIKAR et al., 2016). 

O agente etiológico pertence ao gênero Leishmania, com pelo menos 20 espécies 

descritas causadoras da doença, e transmitidos ao hospedeiro mamífero durante o 

repasto sanguíneo de fêmeas de flebotomíneos do gênero Lutzomyia (Novo Mundo) 

ou Phlebotomus (Velho Mundo) (VAN ASSCHE et al., 2011; BURZA; CROFT; 

BOELAERT, 2018). As manifestações clínicas variam desde apresentação de úlceras 

na pele ou mucosas, até o desenvolvimento de infecção sistêmica, sendo estas 

classificadas como leishmaniose cutânea (LC), mucocutânea (LMC) ou visceral (LV), 

respectivamente (SINGH; SIVAKUMAR, 2004). 

A malária é recorrente em cerca de 90 países, ocorrendo na América do Sul, 

África sub-Saariana e sul da Ásia, atingindo 200 milhões de pessoas, com 3,4 milhões 

de indivíduos sob risco de infecção (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). Esta 

doença é causada pelos parasitas do gênero Plasmodium transmitidos pelas fêmeas 

de mosquitos do gênero Anopheles, durante o repasto sanguíneo.  Apesar de haver 

mais de 120 espécies descritas, apenas as espécies Plasmodium falciparum, 

Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi e Plasmodium ovale 

causam infecção humana (KOTEPUI et al., 2020). A principal manifestação clínica da 

malária é a ocorrência de febre intervalada nos casos leves, que pode evoluir  para 
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um quadro clínico mais grave, levando a óbito se não houver o diagnóstico e 

identificação correta da espécie causadora da infecção, geralmente o P. falciparum, 

seguido de terapêutica adequada para eliminação da espécie causadora da infecção 

(ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). 

As leishmanioses são consideradas extremamente negligenciadas pela OMS, 

possuindo baixo investimento em desenvolvimento de drogas, com fármacos 

disponíveis há mais de 70 anos, os quais apresentam baixa eficácia e elevada 

toxicidade; problemas associados com o tempo e via de administração, além casos 

de resistência (NWAKA; RIDLEY, 2003; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Para a 

malária, o cenário é um pouco diferente por possuir mais investimento em pesquisa e 

desenvolvimento de fármacos, entretanto, a terapêutica atual encontra uma série de 

desafios a serem superados, como casos de resistência, a necessidade de 

tratamentos mais curtos, prevenção da recaída de pacientes em infecções por P. vivax 

e bloqueio da transmissão da doença (DE RYCKER et al., 2018). Desta forma é mais 

que urgente e necessária a busca por compostos candidatos a novos fármacos anti-

leishmanais e anti-maláricos. 

Compostos furoxanos e derivados, principalmente os benzofuroxanos, são 

descritos por apresentarem diferentes atividades biológicas, incluindo ação 

leishmanicida e malaricida (VICENTE et al., 2008; DUTRA et al., 2014). Em 2014, 

Dutra e colaboradores, caracterizou o derivado furoxano 14e (recentemente 

renomeado Lapdesf14e) como um agente leishmanicida, descrito como promissor 

antileishmanial, com eficácia in vivo para leishmaniose visceral, potente doador de 

óxido nítrico, além de ser inibidor de cisteíno protease (CPB2.8∆CTE) de Leishmania, 

importante enzima envolvida no escape do sistema imune do hospedeiro. Contudo, 

este composto apresentou problemas relacionados à sua solubilidade, o que 

influencia diretamente na sua administração, dificultando assim o avanço no processo 

de desenvolvimento de fármacos. Para os benzofuroxanos, é sugerido que estes 

compostos atuam em Leishmania por estarem envolvidos na produção de estresse 

oxidativo, podendo interferir na mitocôndria do parasito, e recentemente, De Almeida 

(2017) os descreveu como inibidores de cisteíno protease deste parasito, efeito 

associado ao grupo N-acil-hidrazona que compõem estruturalmente estes derivados 

(CASTRO et al., 2009; DE ALMEIDA, 2017). 

Já para Plasmodium é relatada a bioatividade de furoxanos e benzofuroxanos 

de forma bastante pontual, sendo descrito que  furoxanos híbridos com amodiaquina 
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possuem efeitos associados a acumulação no vacúolo digestivo do parasito, 

apresentando melhor potência em atividade que derivados benzofuroxanos, os quais 

estão associados a elevada citotoxicidade para células de mamífero e menor 

bioatividade para o parasita (VICENTE et al., 2008; MOTT et al., 2012). 

Dentro deste contexto esta linha de pesquisa relacionada ao desenvolvimento 

de novos fármacos para doenças negligenciadas está alinhada ao tema Saúde e Bem-

estar, um dos objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ODS) do Milênio lançado 

em 2000 pela Organização das Nações Unidas (ONU) (BURALLI et al., 2018). De fato, 

a UNESP, por meio de iniciativa da pró-reitoria de Pós-Graduação, tem contribuído de 

forma sistemática e efetiva para o cumprimento destas metas. Portanto, o Tema 4: 

Saúde e Bem-Estar está alinhado com a ODS 3 – Saúde, Bem-estar e Vida Saudável. 

Neste contexto, esta tese contribuiu com a identificação de agentes anti-leishmaniais 

também de origem natural, produzindo artigos científicos publicados (CLEMENTINO 

et al., 2018, 2020; LOPERA et al., 2018; RANGEL et al., 2018; DO ESPÍRITO SANTO 

et al., 2019; COSTA et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2020; SAHID et al., 2022) e 

patente ("Uso de viridicatina e viridicatol como agentes destinados ao preparo de 

formulações cosméticas com atividade fotoprotetora e antioxidante e de formulações 

farmacêuticas para prevenção e/ou tratamento de doenças inflamatórias e doenças 

parasitárias" , Instituição de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade 

Industrial. Depósito: 01/09/2020 - BR 1020200178997), em adição à avaliação do 

potencial terapêutico de uma série de novos derivados furoxanos, incluindo fenil-, 

amida-furoxanos e benzofuroxanos aqui relatados.  

Estas moléculas apresentam diferentes níveis de solubilidade e foram 

planejadas a partir do protótipo Lapdesf14e para leishmaniose visceral (DUTRA et 

al., 2014). Adicionalmente, no âmbito do programa CAPES-PrInt, estendemos nossos 

estudos, investigando o potencial antimalárico destes compostos. Sendo assim, esta 

tese está estruturada em revisão de Literatura e capítulos 1, 2: sendo o capítulo 1 

referente ao trabalho desenvolvido para leishmaniose visceral causada por L. infantum 

e o capítulo 2 acerca do trabalho desenvolvido para malária causada por P. falciparum. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Doenças Negligenciadas 

 As Doenças Negligenciadas (DNs) correspondem a um conjunto de 17 doenças 

infecciosas causadas por bactérias, fungos, vírus e parasitas e de maior prevalência 

nos países tropicais e subtropicais, podendo ser também denominadas como 

Doenças Tropicais Negligenciadas. Ao longo da apresentação deste trabalho, será 

adotada a denominação DNs, uma vez que estas doenças podem ocorrer em outras 

regiões do planeta, além dos trópicos, como a Europa (Figura 1) (BURGOS et al., 

2020; HOTEZ et al., 2020).  

Estas doenças ocorrem em regiões caracterizadas pela pobreza da população 

com acesso inadequado ao saneamento básico e contato próximo de insetos vetores, 

especialmente em países em desenvolvimento como o Brasil e afetam 

aproximadamente 2 bilhões de pessoas no mundo,  causando 350 000 mortes anuais 

segundo estimativa da Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2014 (MOLYNEUX; 

SAVIOLI; ENGELS, 2016; MITRA; MAWSON, 2017; ENGELS; ZHOU, 2020).  

Figura 1. Distribuição mundial das DTNs.  

 

Número de DTNs por país de acordo com a Organização Mundial da Saúde. Fonte: Adaptado de 
BURGOS et al., 2020. 

 Entre as DNs existentes, a doença de chagas, doença do sono e leishmanioses 

são responsáveis pelas maiores taxas de morte e que despertam pouco interesse da 

indústria farmacêutica para o desenvolvimento de fármacos, com pouco retorno em 
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dividendos (MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2016). A malária por sua vez, em 

termos de morbidade, é considerada um importante problema de saúde pública pela 

OMS, afetando o mesmo perfil populacional descrito (HOTEZ et al., 2020). 

2.2 Leishmanioses 

 As leishmanioses estão entre as DNs mais negligenciadas pela OMS, ficando 

em segundo lugar em mortalidade e em sétimo em termos de anos de vida perdidos 

ajustados por incapacidade (DALYS); além disso, estima-se que devido às 

consequências da pandemia causada pela COVID-19 a incidência de LC pode 

aumentar substancialmente devido a movimentos migratórios e ao cenário de 

agravamento da pobreza, facilitando a transmissão dos parasitas em vetores 

permissivos, assim como, a LV pode ser agravada em áreas endêmicas devido a 

ineficácia do controle imunológico em infecções virais para pacientes com a doença 

(BHOR; RAFATI; PAI, 2021; MIGUEL et al., 2021). 

 De acordo com a OMS, este conjunto de doenças que compõem as 

leishmanioses são endêmicas em todos os continentes, podendo ser dividida em dois 

grandes grupos LC e LV, com 350 milhões de pessoas em risco de contrair a doença 

e mais de 2 milhões de novos casos estimados anualmente, além de casos reportados 

em 200 países para o ano de 2020 (Figura 2) (WHO, 2021; BHOR; RAFATI; PAI, 

2021)  

Figura 2. Distribuição mundial das leishmanioses em 2020. 
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Distribuição Mundial da LC e LV para do ano de 2020 de acordo com a Organização Mundial da Saúde, 
baseada no número de novos casos reportados. A – Distribuição mundial da leishmaniose cutânea. B 
– Distribuição da leishmaniose visceral. Fonte: Adaptado de WHO, 2021. 

 A LC é a forma mais comum da doença, incluindo dentro desta classificação a 

forma mucocutânea que acomete regiões de mucosa, porém a LV é a forma mais 

severa e na maioria das vezes fatal se não tratada (WHO, 2021). Estas parasitoses 

são causadas por parasitas do gênero Leishmania, que são encontrados nas formas 

promastigotas, no inseto vetor; e na forma amastigota, internalizada em células do 
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sistema fagocítico mononuclear, especialmente macrófagos, nos hospedeiros 

mamíferos (SUNTER; GULL, 2017). A Leishmania possui ainda características 

estruturais e bioquímicas particulares, como a presença de uma mitocôndria única, 

com DNA concatenado, denominado de cinetoplasto, glicossomos que realizam parte 

da via glicolítica, além de metabolismo único de tióis (SINGH; GARG; ALI, 2016; 

SUNTER; GULL, 2017). 

 O principal transmissor de Leishmania spp. na natureza é o inseto do gênero 

Phlebotomus (Velho Mundo – Europa, África e Ásia) ou Lutzomyia (Novo Mundo – 

América e Oceania), família Psychodidae, com pelo menos 70 espécies transmissoras 

conhecidas, que podem infectar hospedeiros mamíferos incluindo o ser humano, 

possuindo assim um ciclo de vida digenético (BATES, 2007; DÍAZ; PONTE-SUCRE, 

2018). O ciclo biológico do parasita dura em torno de 72 horas e inicia quando a fêmea 

do inseto flebotomíneo injeta as formas promastigotas metacíclicas (forma infectante) 

no hospedeiro mamífero que são reconhecidos por receptores de superfície de células 

do sistema fagocítico mononuclear, preferencialmente macrófagos, que fagocitam as 

formas promastigotas formando o fagossomo, onde essa estrutura sofre maturação 

ao se fundir com o lisossomo do macrófago formando assim o fagolisossomo ou 

vacúolo parasitóforo, completando a diferenciação para amastigotas (KAYE; SCOTT, 

2011).  

 Uma vez dentro das células, o parasita consegue subverter o sistema imune 

do hospedeiro e se multiplicar através de sucessivas divisões binárias simples até o 

rompimento celular, que irá promover a infecção de novas células (MULLER; BAKER; 

ROLLINSON, 2000). Durante o repasto sanguíneo o inseto é contaminado com 

macrófagos infectados, que se rompem no trajeto pelo trato digestório do mesmo; 

então os amastigotas são diferenciados a promastigotas procíclicas (forma não 

infectiva), as quais se multiplicam e colonizam a faringe e esôfago do vetor, até atingir 

o estágio final infectivo denominado promastigotas metacíclicas (KILLICK‐

KENDRICK, 1990) (Figura 3). 

Figura 3. Ciclo de vida do parasito Leishmania no inseto flebotomíneo e no 

hospedeiro mamífero. 
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Formas promastigotas de Leishmania diferenciam-se no inseto flebotomíneo em promastigotas 
metacíclicas infecciosas. Durante o repasto sanguíneo, o inseto regurgita as formas metacíclicas, que 
são fagocitadas principalmente por macrófagos. Os promastigotas diferenciam-se em amastigotas 
aflagelados, que se replicam dentro das células hospedeiras, e se rompem quando há amastigotas em 
excesso, infectando novas células fagocitárias. O ciclo de transmissão é completo quando as células 
infectadas são capturadas por outro flebotomíneo. 
Fonte: Adaptado de BURZA, et al., 2018. 

 As leishmanioses apresentam diferentes manifestações clínicas que variam de 

acordo com a espécie de Leishmania envolvida, estado imunológico do hospedeiro e 

presença de comorbidades (PELISSARI et al., 2011). Na manifestação cutânea há 

tropismo por regiões de pele e mucosa, com feridas ulcerativas ou não, únicas ou 

múltiplas, além de causar destruição de regiões de mucosa quando mucocutânea 

(Figura 4). No Brasil, é mais comum a manifestação cutânea da doença causada pelas 

espécies Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e Leishmania amazonensis 

(SINGH; SIVAKUMAR, 2004; SINGH; SUNDAR, 2014). 
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Figura 4. Manifestações clínicas da leishmaniose cutânea. 

 

Manifestações clínicas da LC e LMC. A foto da esquerda mostra lesão ulcerosa única, enquanto a 
imagem da direita mostra lesões múltiplas ulcerosas ou não. 
Fonte: FARAHMAND et al., 2011. 

 A LV é a forma mais grave da doença e o foco da primeira etapa deste trabalho. 

A forma visceral das leishmanioses pode ser fatal em mais de 90% dos casos se não 

tratada; em 2020 34% dos novos casos de LV foram reportados na região Africana, 

enquanto que os outros 66%, na Europa, Américas, Região leste do Mediterrâneo e 

Sul da Ásia (WHO, 2021). Esta forma da doença é causada principalmente por 

Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) e Leishmania donovani, 

apresentando amplo espectro clínico que pode variar de manifestações leves a 

moderadas e graves com período de incubação de 10 a 24 meses (média de 2 a 6 

meses) e os casos de óbito se devem à anemia severa instalada e infecção bacteriana 

associada (MANN et al., 2021).  

Os sintomas mais comuns são febre persistente, hepatoesplenomegalia 

(aumento do fígado e baço), pancitopenia, hipergamaglobulinemia (IgG e IgM) e 

acentuada perda de peso (Figura 5 A) (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). No 

continente africano e na Índia ainda é relatada uma complicação da LV, conhecida 

como Pós-Calazar ou popularmente como febre negra, que consiste em erupções 

nodulares na pele, frequentemente observada após o tratamento (SANGENIS et al., 

2014) (Figura 5 B). 
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Figura 5. Manifestações clínicas da leishmaniose visceral. 

 

Manifestações clínicas da LV. A – Quadro clínico de hespatoesplenomegalia causada pela LV. B – 
Quadro clínico de LV Pós-Calazar com erupções nodulares. 
Fonte: SANGENIS et al., 2014 e BURZA et al., 2018. 

 É importante destacar que associado ao quadro clínico crítico das 

leishmanioses, especialmente da LV, é relatado na literatura casos de coinfecção com 

doenças autoimunes como pacientes portadores do Vírus da Imunodeficiência 

Humana (HIV), o que torna as leishmanioses um problema ainda mais grave 

(LINDOSO et al., 2016). 

2.2.1 Tratamento  

 Os fármacos utilizados como primeira escolha para as leishmanioses incluem 

os antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina e estibogluconato de sódio, 

já os de segunda escolha, compreendem a anfotericina B (AnfB) e suas formulações 

(lipossomal ou dispersão coloidal), miltefosina, paromomicina e pentamidina (Quadro 

1) (DAVIES et al., 2003; CROFT; OLLIARO, 2011; BARRETT; CROFT, 2012). 

Quadro 1. Fármacos atualmente empregados no tratamento da Leishmaniose 

Visceral (LV), Cutânea (LC), Mucocutânea (LMC) e Leishmaniose Dérmica Pós-

Calazar (LDPC), via de administração e ano de introdução no mercado.
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Fármaco Administração LV LC LMC LDPC Introdução 

Antimoniais 
pentavalentes 

Parenteral X X X X 1937-1945 

Anfotericina B 
deoxicolato e 
formulações 
lipossomais 

Intravenosa X   X 1959 

Paromomicina Tópica para LC e 
parenteral para LV 

X X   2006 

Miltefosina Oral X X X  2002 

Pentamidina Intramuscular X X X  1973 

 

Os antimoniais pentavalentes (SbV) estão disponíveis desde 1920 quando foi 

observada sua eficácia para as leishmanioses, porém, entraram no mercado em 1937, 

e a partir de 1945, na forma de estibogluconato, sendo empregados tanto para o 

tratamento da LC quanto da LV e administrados por via parenteral (SUNDAR; 

CHAKRAVARTY, 2010).  

Embora o mecanismo de ação destes compostos não seja completamente 

compreendido, sabe-se que os antimoniais sofrem oxidação de SbV para a forma ativa 

SbIII  no interior das células parasitadas e afetam a bioenergética do parasita; sendo 

relatado como mecanismo predominante desta classe de compostos a acumulação 

intracelular seletiva de SbIII através da disfunção do transportador do tipo aquaporina 

AQP1, aumento nos níveis de tióis e superexpressão de transportadores do tipo ABC 

(MATOS et al., 2020; OLÍAS‐MOLERO et al., 2021). Os efeitos colaterais mais 

frequentes relatados pelo uso de antimoniais são mialgia, artralgia, leucopenia e 

anorexia, podendo ainda ser cardio, nefro e hepatotóxicos, com restrições ao uso por 

grávidas e pessoas idosas (GOTO, H., LINDOSO, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011). 

 A AnfB é um antibiótico poliênico, derivado de uma cepa de Streptomyces 

nodosus, introduzida para o tratamento da LV em 1960, sendo utilizada como opção 

terapêutica nos países onde há casos de resistência aos antimoniais pentavalentes 

(WORTMANN et al., 2010; BALASEGARAM et al., 2012). Além de sua forma 

convencional, existem as formulações de AnfB: a lipossomal que é menos tóxica, 

porém com meia-vida mais curta e mais cara que a convencional; a complexo lipídico 

de AnfB e AnfB coloidal que são menos circulantes que a convencional, possuindo 

parâmetros cinéticos distintos que implicam diretamente em reajustes no tratamento 

quando comparada a AnfB convencional (HAMILL, 2013).  Este fármaco possui 
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afinidade por ergosterol, principal esterol de membrana do parasito, o que impede a 

ligação da Leishmania ao macrófago, uma vez que este fármaco se liga na membrana 

do parasito, pode atuar também formando canais transmembranas, aumentando o 

influxo de íons, causando sua morte (VAN ASSCHE et al., 2011).  

  A pentamidina é uma diamina aromática introduzida em 1930 inicialmente 

contra Trypanossoma spp., administrada via intravenosa ou intramuscular, com uso 

cada vez menor uma vez que pode causar diabetes mellitus insulina dependente, além 

de causar nefrotoxicidade, hipoglicemia e hipotensão (NO, 2016). Seu mecanismo de 

ação está associado a diminuição do potencial de membrana mitocondrial devido ao 

acúmulo na mitocôndria do parasito, causando alterações na síntese de DNA e 

alterações na morfologia do cinetoplasto (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).  

A paromomicina é um antibiótico aminoglicosídico, descoberto nos anos 1960, 

produzido pela fermentação de Streptomyces rimosus com alta eficácia contra um 

grande espectro de bactérias e protozoários, incluindo Leishmania, com mecanismo 

de ação ainda não completamente elucidado; contudo, a inibição da síntese proteica 

através da inibição da translocação e reciclagem de subunidades ribossômicas, assim 

como a modificações no potencial de membrana possam ser seu modo de ação em 

Leishmania (GOTO, H., LINDOSO, 2010; LINDOSO et al., 2012). Os efeitos colaterais 

incluem oto, nefro e hepatotoxicidade (MATOS et al., 2020).   

A miltefosina por sua vez é um derivado da alquilfosfocolina, descoberta por 

volta de 1980, com atividade antineoplásica, porém atribuída a atividade anti-

Leishmania in vivo em 1990, sendo uma alternativa à quimioterapia para as 

leishmanioses, com eficácia clínica comparada a AnfB, além de administrada via oral 

(SINGH; SUNDAR, 2014). Acredita-se que atua interagindo com a membrana celular 

do parasito por modulação de receptores da superfície celular, metabolismo de inositol 

e ativação de fosfolipases, causando a morte celular do tipo apoptose (SEIFERT; 

CROFT, 2006). Os efeitos colaterais incluem teratogenicidade, o que restringe o uso 

em grávidas, e efeitos relacionados ao longo tempo de meia vida no organismo (> 

120h), como casos de cepas resistentes (OLÍAS‐MOLERO et al., 2021). No Brasil, seu 

uso foi recomendado recentemente, no ano de 2020, para o tratamento da 

leishmaniose tegumentar (cutânea) a partir de nota informativa pelo Ministério da 

Saúde (https://www.gov.br/saude/pt-br/media/pdf/2020/dezembro/17/nota-informativa  

miltefosina.pdf). 
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Ainda não existe uma vacina para a prevenção das leishmanioses em 

humanos, enquanto que para cães, principal reservatório da LV mais próximo ao ser 

humano, há algumas opções disponíveis, porém com ressalvas quanto à sua 

padronização, deficiências metodológicas e diferenças substanciais nas 

características das populações estudadas (OLÍAS‐MOLERO et al., 2021). A eutanásia 

dos animais infectados ainda é a principal recomendação para controle da doença em 

áreas endêmicas, entretanto há divergências sobre a eficácia do método, além de 

questões éticas envolvidas (COSTA et al., 2013). 

 Portanto, sem o controle da infecção nos reservatórios domésticos, em pouco 

tempo surgem os casos humanos. Assim, após o diagnóstico da doença em humanos, 

deve ser empregada a quimioterapia com os fármacos disponíveis, de acordo com a 

orientação dos gestores de saúde pública local. Como observado, todos os fármacos 

atualmente empregados possuem alta toxicidade associada ao seu uso, além de 

restrições em determinadas regiões, devido à baixa eficácia geralmente associada à 

resistência desenvolvida pelo parasita (OLIVEIRA et al., 2011).  

 Sendo assim, observada a limitada disponibilidade de fármacos 

leishmanicidas, dificuldade de administração (com exceção da miltefosina), como 

também casos de cepas resistentes, torna a pesquisa de novos anti-leishmaniais 

necessária e importante para contornar estes problemas. 

2.3 Malária 

 A malária é considerada pela OMS um importante problema em saúde pública 

com 241 milhões de casos registrados e 627 mil mortes nos países endêmicos para o 

ano de 2020, entretanto, acredita-se que este número de mortes seja influenciado pela 

pandemia da COVID-19, devido a interrupção dos serviços de assistência pela OMS, 

especialmente no continente Africano (WHO, 2021). Ocorre em mais de 90 países, 

com maior concentração de casos no continente africano, com mais de 93% das 

mortes ocorridas no mundo (Figura 6). No Brasil, a transmissão se concentra na região 

da Amazônia legal (Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, 

Rondônia, Roraima e Tocantins) com cerca de 99% dos casos registrados (BRASIL, 

2021). 

 



32 
 
 

 

Figura 6. Distribuição mundial da malária.  

 

Distribuição mundial da malária de acordo com a Organização Mundial da Saúde, baseado na 

incidência de casos (número de casos por 1000 habitantes).  Fonte: Adaptado de WHO, 2019. 

 O principal transmissor da malária em humanos é o mosquito do gênero 

Anopheles, família Culicidae, popularmente conhecido como pernilongo, com mais de 

430 espécies conhecidas, sendo aproximadamente 70 espécies que podem transmitir 

a doença de fato (PIMENTA et al., 2015). Até o momento, mais de 200 espécies de 

Plasmodium foram descritas, entretanto, apenas cinco capazes de infectar seres 

humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, sendo este 

último naturalmente mantido em macacos causando malária zoonótica no Sudeste de 

Ásia (SATO, 2021). 

A infecção inicia-se quando os indivíduos são picados pela fêmea do inseto 

vetor Anopheles resultando na liberação dos esporozoítos na corrente sanguínea, os 

quais irão infectar os hepatócitos (Figura 7). Uma vez nestas células, ocorre 

multiplicação dos parasitas dando origem aos merozoítas que irão romper os 

hepatócitos, caindo na circulação sanguínea infectando as hemácias, dando início a 

segunda fase do ciclo, a esquizogonia sanguínea (BRASIL, 2021). É neste estágio 

intraeritrocitário que ocorre a proliferação em massa dos parasitos por reprodução 

assexuada cíclica e que aparecem os sintomas da doença. Os ciclos eritrocíticos 

repetem-se a cada 48 horas em infecções por P. falciparum e P. vivax, e a cada 72 

horas para P. malariae. Após algumas gerações nos eritrócitos, os merozoítas se 

diferenciam a gametócitos feminino (macrogameta) e masculino (microgameta), cuja 

fecundação ocorrerá no trato digestório do inseto, formando primeiramente o oocineto 
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e, posteriormente os esporozoítas, forma que será transmitida ao homem no momento 

da picada do inseto, encerrando assim o ciclo (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 

2018; MAIER et al., 2019). 

Figura 7. Ciclo biológico do parasito Plasmodium spp. causador da malária. 

 

Formas esporozoítas de Plasmodium spp. são injetadas no ser humano e migram para o fígado, aonde 
irão se diferenciar a esquizontes que irão romper os hepatócitos dando origem aos merozoítos, que 
caem na circulação sanguínea infectando as hemácias dando início ao ciclo assexuado, em que a cada 
48 ou 72 horas  estes parasitas completam um ciclo de multiplicação evoluindo do estágio imaturo de 
anel até o estágio maduro de merozoíto. É nesta fase que se iniciam os sintomas clínicos da doença.  
Após algumas gerações, os merozoítos podem se diferenciar para gametas feminino (macrogameta) e 
masculino (microgameta) que são ingeridos pelo mosquito em um novo repasto sanguíneo. É iniciado 
então o estágio esporogônico, em que no estômago do mosquito o microgameta penetra o 
macrogameta dando origem ao zigoto, que se torna alongado e com motilidade (oocineto) migrando 
para o intestino médio gerando o oocisto. Estes oocistos irão crescer, se multiplicar dando origem aos 
esporozoítos, que irão migrar para as glândulas salivares, tornando assim o mosquito infectivo 
novamente fechando o ciclo. 
Fonte: Adaptado de MAIER et al., 2019. 

 É importante destacar que durante o estágio hepático, nas infecções por P. 

vivax e P. malariae, alguns parasitas podem entrar em estado de latência, sendo 

denominados de hipnozoítas, responsáveis por recaídas da doença, geralmente seis 

meses após o tratamento (BRASIL, 2021). O período de incubação da doença dura 

tipicamente de 10-14 dias para P. falciparum e P. knowlesi, 2-3 semanas para P. vivax 

e P. ovale e 18 dias ou mais para P. malariae; porém pode haver variações, P. vivax,  
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por exemplo, pode ter de 3-6 meses de incubação primária (ASHLEY; PYAE PHYO; 

WOODROW, 2018). 

 Os sintomas da malária podem iniciar de 6-8 dias após a picada do mosquito, 

ou meses depois de estar em áreas de contágio, podendo variar de acordo com a 

espécie. Os sintomas clássicos de malária não-complicada são caracterizados por 

episódios de febre, calafrio e sudorese intervalados (48 horas para P. vivax e ovale e 

72 para P. malariae) acompanhados de dor abdominal, náusea, vômitos, diarréia, dor 

nas costas, mialgia, palidez e icterícia que correspondem a liberação dos merozoítas 

pelos eritrócitos rompidos (BASU; SAHI, 2017).   

 A periodicidade de sintomas é menos comum para P. falciparum que apresenta 

manifestações multiformes, podendo apresentar-se como gastroenterite aguda, 

infecções do trato respiratório superior ou raramente pode apresentar icterícia 

simulando hepatite viral (TUTEJA, 2007). O quadro clínico pode variar dependendo 

da cepa envolvida, parasitemia, tempo de doença e nível de imunidade adquirida, com 

destaque para primoinfectados que estão sujeitos a maior gravidade necessitando de 

acompanhamento médico, especialmente em infecções por P. falciparum, 

responsável pela maioria dos casos letais (BRASIL, 2021). Nos casos mais graves, 

denominados de malária-complicada, é relatado dor abdominal intensa, redução do 

volume de urina, vômito persistente, sangramento, cianose, convulsão e 

hepatoesplenomegalia, podendo ser letal (TUTEJA, 2007; BASU; SAHI, 2017). 

 Por assemelhar-se com outras doenças e não haver um quadro clínico 

específico, é recomendável a busca de orientação médica e solicitação de exame 

laboratorial para diagnóstico específico da malária, que pode ser por esfregaço 

sanguíneo e análise microscópica, kits imunocromatográficos com anticorpos mono e 

policlonais, ou ainda por diagnóstico molecular (TORRES et al., 2006). 

2.3.1 Tratamento 

 Algumas classes de fármacos são empregadas no tratamento da malária, 

dependendo do caso clínico e da cepa de Plasmodium envolvida. Dentro da classe 

das 4-Aminoquinonas estão a cloroquina, hidroxicloroquina e amodiaquina (análogo 

da cloroquina) sendo a cloroquina extensivamente o antimalárico mais usado em todo 

o mundo, efetiva para P. ovale, P. malariae, na maioria dos casos de infecção por P. 

vivax, como também em casos de malária não-complicada por P. falciparum 

(WINSTANLEY; WARD, 2006). Esta classe de compostos, possui como mecanismo 
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de ação a inibição da formação de hemozoína dentro do vacúolo digestivo do parasita. 

Em um curso normal de infecção, o parasita metaboliza a hemoglobina 

transformando-a no metabólito intermediário hematina, o qual é tóxico, em um 

complexo inerte chamado hemozoína. A cloroquina aumenta o pH do vacúolo 

digestivo, prejudicando o metabolismo da hemoglobina, e formando um complexo 

tóxico hematina/cloroquina (BRAY et al., 1998). 

 Entre os efeitos colaterais associados ao uso da cloroquina estão dor de 

cabeça, tontura, náusea e problemas gastrointestinais. Em casos de overdose pode 

causar hipotensão, convulsões e problemas respiratórios; já a amodiaquina pode 

causar hepatite e agranulocitose (BRAGA et al., 2015).  

 Os antifolatos são utilizados em combinações fixas, geralmente sulfadoxina-

pirimetamina, utilizada em áreas de resistência à cloroquina por P. falciparum. 

Cloroproguanil vem sendo utilizado com dapsona; outros “sulfa” medicamentos como 

sulfadoxina, sulfalena e dapsona apresentam efeito sinergístico com pirimetamina ou 

cloroproguanil (WINSTANLEY; WARD, 2006). Este grupo de fármacos interfere na 

síntese de DNA, inibindo a tetrahidrofolato-redutase do parasita, esgotando o 

tetrahifdrofolato, um cofator da síntese de DNA. Casos de alergias e febre são 

relatados associados ao uso dos antifolatos e combinações (GREGSON; PLOWE, 

2005).  

 O grupo das artemisinas inclui o artemeter, artesunato e a própria artemisina 

utilizados no tratamento da malária complicada, ou em combinação com outros 

fármacos para malária não-complicada causada por P. falciparum (O’NEILL; 

BARTON; WARD, 2010). As artemisinas parecem ser metabolizadas em di-

hidroartemisina, um sesquiterpeno de lactona endoperóxido, que media a morte do 

parasita através da produção de radicais livres após sua clivagem; por serem 

dependentes de Fe2+ para sua ativação, acredita-se que atuem no vacúolo digestivo, 

e por esta razão são ativas contra formas sanguíneas e não contra gametócitos 

(FENG et al., 2019). No geral, esta classe de fármacos é bem tolerada, porém há 

efeitos tóxicos à embriões, não sendo recomendado para grávidas.  

 Mefloquina é um fármaco de ação semelhante a cloroquina, utilizado no 

tratamento de malária não-complicada multirresistente causada por P. falciparum, 

mas pode atuar em formas assexuadas para todas as espécies de Plasmodium que 

acometem humanos. Não recomendado para grávidas, este fármaco pode causar 



36 
 
 

 

natimorte, podendo ainda causar dores de cabeça, ou efeitos gastrointestinais 

moderados como efeitos colaterais gerais  (MARTINS et al., 2021). 

 A atovaquona-proguanil atua de forma sinérgica, inibindo a respiração 

mitocondrial, sendo utilizada no tratamento de malária multirresistente causada por P. 

falciparum; entretanto, por ser de alto custo, com recomendação indicada como 

quimioprofilaxia para viajantes. Halofantrina inibe a polimerização de moléculas heme 

do parasita resultado na intoxicação do mesmo, por metabólitos provenientes da 

degradação da hemoglobina; é utilizada para tratar malária não-complicada por P. 

falciparum e tem como principal efeito colateral arritmia ventricular (WINSTANLEY; 

WARD, 2006; DE VILLIERS; MARQUES; EGAN, 2008).  

 A primaquina é conhecida por ser ativa contra formas hipnozoítas de P. vivax 

e P. ovale, sendo ainda o único fármaco disponível contra este estágio do parasita; 

porém a primaquina causa hemólise em pacientes  deficientes em glicose-6-fosfato 

desidrogenase, devendo então ser solicitado avaliação antes de seu uso (BRAGA et 

al., 2015; CAMARDA et al., 2019).  

 Com o passar dos anos os parasitas foram adquirindo resistência aos fármacos 

disponíveis (Figura 8), especialmente à cloroquina; portanto, por volta dos anos 2000 

a OMS adotou como estratégia global o uso da terapia baseada em combinações com 

artemisina no sentido de reverter a resistência adquirida por Plasmodium (EKLAND; 

FIDOCK, 2008). Porém, mesmo após a combinação de fármacos como estratégia 

para reverter a resistência, ainda são registrados no Sudeste da Ásia e África casos 

de resistência à até mesmo a artemisina como também à suas associações (BLASCO; 

LEROY; FIDOCK, 2017). 

Figura 8. História da introdução dos principais antimaláricos e do primeiro 

surgimento de resistência em campo. 
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As barras simples são monoterapias, duplas e triplas, terapia combinada. As cores referem-se às 
classes químicas a que pertencem os antimaláricos. A quinina, importada pela primeira vez para a 
Europa na década de 1630, encontrou resistência parcial no início do século XX e, mais tarde, foi 
substituída pela cloroquina (CQ), um antigo padrão-ouro usado massivamente até a resistência 
aparecer uma década depois. A resistência ao proguanil foi detectada dentro de um ano de uso clínico, 
quando foi substituído pelo sulfadoxina-pirimetamina (SP) que encontrou resistência rapidamente e 
hoje é usado principalmente para tratamento preventivo intermitente durante a gravidez e para 
quimioprevenção da malária sazonal em combinação com AQ (SPAQ, não mostrado) e como 
tratamento de primeira linha em combinação com artesunato ( ASSP) em algumas áreas sensíveis a 
SP155. Artemisininas (ARTs) foram usadas pela primeira vez em monoterapia (artesunato injetável 
ainda é usado para malária grave), embora sua curta meia-vida no plasma e problemas de resistência 
tenham levado ao desenvolvimento de terapias combinadas à base de artemisinina (ACTs) para malária 
não-complicada. Vários medicamentos parceiros do ACT (como amodiaquina e mefloquina) foram 
usados como monoterapias e permaneceram em uso como agentes únicos muito tempo depois que a 
resistência foi encontrada pela primeira vez. A piperaquina e a pironaridina foram introduzidas na China 
como substitutos da CQ há cerca de 40 anos. A resistência à monoterapia com piperaquina foi relatada 
no final da década de 1980. A resistência à ART foi relatada pela primeira vez em 2008, mas já estava 
presente vários anos antes no oeste do Camboja. A falha do tratamento devido à resistência a um ou 
ambos os componentes de um ACT, foi documentada primeiro para ASMQ e, mais recentemente, para 
DHA-PPQ. A OMS relatou recentemente falhas no tratamento da AL no Laos. Atovaquona-proguanil 
(Malarone) é atualmente prescrito como agente profilático à viajantes para áreas endêmicas de malária. 
AL, artemeter + lumefantrina; ASMQ, artesunato + mefloquina; ASAQ, artesunato + amodiaquina; DHA-
PPQ, di-hidroartemisinina + piperaquina; PA, artesunato + pironaridina; ASSP, artesunato + SP.  
Fonte: Adaptado de BLASCO; LEROY; FIDOCK, 2017. 

 Embora existam opções terapêuticas para o tratamento da malária, ainda há 

muitos problemas associados ao tratamento, sejam pelos casos de resistência à 

cloroquina que ainda é o principal fármaco utilizado, ou ao tratamento com artemisina 

e associações; como também, pelos inúmeros efeitos colaterais associados aos 

fármacos disponíveis (BLASCO; LEROY; FIDOK, 2017).  
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 No final de 2021, a OMS iniciou a aplicação da primeira vacina contra a malária 

desenvolvida no mundo, a RTS,S (Mosquirix®) uma vacina pré-eritrocítica, baseada 

em componentes antigênicos da proteína de superfície de esporozoítos de P. 

falciparum, a circunsporozoíta (CSP), que levou 34 anos desde o início dos estudos 

até sua finalização com os ensaios clínicos de fase III (LAURENS, 2019). O antígeno 

recombinante desta vacina inclui: a região central repetitiva (R) da CSP, a região 

terminal carboxilada da CSP, que contém epítopos T, fundido com o antígeno de 

superfície (S) do vírus da hepatite B (HBsAg). Para melhorar a reatividade celular, a 

proteína é formulada em AS01 – uma emulsão em água e óleo (sistema adjuvante 

lipossomal) (LEVI; BALLALAI; ANDRADE, 2015). 

 A vacina RTS,S é recomendada para crianças, aplicada em quatro doses, 

sendo as primeiras três na idade de cinco, seis e sete meses de vida, e a última dose 

por volta dos 18 meses, com eficácia em torno de 40% na redução do número de 

mortes e 30% nos casos graves; contudo, ainda é necessário os esforços para vacinas 

contra outras espécies, bem como vacinas mais eficazes (LAURENS, 2019; 

TAKASHIMA et al., 2021). 

2.4 Cisteíno proteases como alvo terapêutico para leishmanioses e malária 

 Proteases ou peptidases são enzimas que catalisam a hidrólise de ligações 

peptídicas e são importantes em várias atividades biológicas incluindo digestão de 

peptídeos, ativação de outras enzimas, modulação do sistema imunológico, 

participação no ciclo celular, diferenciação e autofagia (SIQUEIRA-NETO et al., 2018). 

Estas enzimas podem ser divididas em seis classes que variam de acordo com o 

mecanismo de ação e os aminoácidos presentes no sítio ativo: Aspartico-, Cisteíno-, 

Serino-, Metallo-, Treonino-, Glutamico-  e Asparagino- proteases, podendo ainda 

dentro da mesma classe, serem divididas em famílias por características como 

similaridade de sequências, especificidade bioquímica de substratos e inserção de 

loops peptídicos (SAJID; MCKERROW, 2002). 

 Estas enzimas são importantes em diversos organismos, especialmente em 

protozoários, desempenhando papel fundamental na virulência, patogênese, 

modulação do sistema imune, proliferação celular, dentre outras funções que as 

tornam atrativas como alvo terapêutico (MCKERROW et al., 2009; RAWAT et al., 

2021). As CPs também estão presentes nos humanos, aonde estudos de 

bioinformática revelaram a presença de 11 catepsinas, incluindo B, C, F, F, H, K, L, 
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O, S, V, X, e W envolvidas em distintos processos, incluindo doenças como o câncer 

(VERMA; DIXIT; PANDEY, 2016). 

 A primeira cisteíno protease descrita e caracterizada foi a papaína de Carica 

papaya, em 1983. Entre as cisteíno proteases de protozoários (CPs), estão as CPs 

do clã CA entre as mais descritas e caracterizadas, conhecidas também como 

papaína-like, por sua semelhança com a papaína (VARUGHESE et al., 1989). Os 

sítios ativos das CPs abrigam resíduos catalíticos, possuindo essencialmente um 

resíduo de cisteína e um de histidina, seja como díade ou tríade catalítica por 

acomodação de resíduos como treonina, asparagina, ácido glutâmico e ácido 

aspártico (RAWAT et al., 2021).  

Estas enzimas catalisam a quebra de proteínas clivando ligações peptídicas 

usando um grupo tiol nucleofílico de uma cisteína. A ligação do substrato adequado 

resulta na ativação do tiol (remoção do próton pelo grupo histidina), atuando agora 

como como nucleófilo, atacando e rompendo a ligação peptídica, então um peptídeo 

é liberado e outro liga-se covalentemente ao enxofre. A hidrólise pela água liberando 

um segundo peptídeo completa o ciclo de clivagem destas enzimas (Figura 9) (SAJID; 

MCKERROW, 2002). 

Figura 9. Mecanismo de ação das cisteíno proteases. 

 

Esquema do mecanismo de ação das cisteíno proteases apontando a formação do nucleófilo sulfidril 
do sítio ativo é representado na área amarela e a ligação peptídica que é atacada antes da hidrólise 
está indicada pela seta azul apontando para o carbono.  
Fonte: https://bio.libretexts.org/. 

Os parasitas do gênero Leishmania apresentam três famílias de CPs (Figura 

10), denominadas CPA, CPB e CPC, que por sua vez, são expressas em diferentes 

estágios do ciclo de vida. É descrito para L. mexicana que as CPs são apontadas 

como fatores de virulência, devido a possível participação de CPs no processo de 
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diferenciação de promastigotas metacíclicas a amastigotas, bem como em seu papel 

no balanço da resposta Th1/Th2 (ALEXANDER; COOMBS; MOTTRAM, 1998; 

CAMERON et al., 2004). A CPB é descrita como um importante fator de virulência 

estando envolvida na evasão das defesas microbicidas dos macrófagos, contribuindo 

para a sobrevivência do parasita no interior da célula (MOTTRAM et al., 1996).  

Figura 10. Clãs e famílias de proteases de L. (L.) major. A nomenclatura é 

baseada no banco de dados MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/). 

 

Fonte: DE ALMEIDA, 2017.  

A CPB é codificada por genes que ocorrem em cópias múltiplas arranjadas em 

tandem e pode modular a resposta imune do hospedeiro para a formação de células 

T helper 2 (Th2) em detrimento daquelas T helper 1 (Th1), tornando o hospedeiro 

susceptível para o estabelecimento da infecção por Leishmania (Figura 11) 

(MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004). Em L. mexicana foi observado que tal 

fenômeno acontece pela regulação negativa da produção de INF-γ, via degradação 

do fator de transcrição NF-κβ, com subsequente inibição da produção de IL-12 

(MOTTRAM; COOMBS, 1998; SIQUEIRA-NETO, et al., 2018).  

Figura 11. Representação esquemática da via de ativação de macrófagos e 

resultado da infecção. 
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O metabolismo da arginina no hospedeiro e no parasito possui papel chave na ativação de macrófagos 
e sobrevivência do parasito durante o processo infectivo. Como resultado de uma ativação clássica, 
macrófagos respondem às citocinas Th1, que contribuem para eliminação do parasito, contudo, uma 
ativação alternativa, estimulada por citocinas Th2, proporcionam a sobrevivência do parasito.  
ARG: arginase; ODC: ornitina descarboxilase; SpdS: espermidina sintase; SpmS: espermina sintase; 
iNOS: óxido nítrico sintase induzível; NO: óxido nítrico.  
Fonte: DE ALMEIDA, 2017. 

 Mottram e colaboradores (1996) demonstraram que cepas mutantes nulas para 

CPB2.8 perdem capacidade infectiva, recuperando infectividade semelhante à cepa 

selvagem quando "curadas” com a transfecção de plasmídeos que albergam o gene 

que codifica a CPB, mostrando o papel crucial desta enzima na infecção por 

Leishmania. 

 Assim como em Leishmania, os parasitas causadores da malária, Plasmodium 

spp. também possuem uma série de cisteíno proteases que tem papel central durante 

o ciclo celular no parasita, seja na invasão ou degradação de eritrócitos, degradação 

de tecidos ou invasão celular  (MUSYOKA; NJUGUNA; BISHOP, 2019). Em 

Plasmodium, as cisteíno proteases melhor caracterizadas são as da família da 

papaína (clã CA, família C1), caracterizadas pela presença da tríade catalítica Cis-

His-Asn conservada (MISHRA; SINGH; SINGH, 2019). O sequenciamento do genoma 

de P. falciparum revelou a presença de quatro falcipaínas (FPs-1, 2, 2’ e 3), três 

dipeptidil peptidases (DPAP-1, -2, -3), nove proteínas SERA e um homólogo da 

calpaína (ROSENTHAL, 2011).  

 Durante o estágio eritrocítico, especialmente na fase de trofozoíta, é 

especialmente observado acentuada atividade das falcipaínas FP-2 e FP-3 presentes 
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em abundância em P. falciparum. Estas enzimas são encontradas no vacúolo 

digestivo (VD) possuindo como principal função a rápida clivagem da hemoglobina em 

múltiplos sítios, levando à sua degradação, em conjunto com outras classes de 

enzimas catalíticas (Figura 12). FP-2 também está envolvida na degradação de 

proteínas esqueléticas da membrana eritrocitária, incluindo a anquirina e a proteína 

da banda 4.1 (ROSENTHAL, 2011; MISHRA; SINGH; SINGH, 2019).  

Figura 12. Papel das proteases na degradação da hemoglobina. 

 

Trofozoítos “ingerem” o citoplasma dos eritrócitos e o transportam para o grande e central vacúolo 
digestivo, análogo aos lisossomos. Nesta via, várias enzimas proteolíticas conhecidas são evolvidas: 
aspártico proteases (Plasmepsinas I, II, III e IV), três cisteíno proteases da família da papaína 
(Falcipaínas-2, 2’ e 3), metaloprotease (Falcilisina) e a dipeptidil aminopeptidase 1 (DPAP1). O produto 
final são aminoácidos que irão suprir a demanda nutricional da metamorfose desde o estágio de anel, 
até os esquizontes multinucleados do estágio assexuado. 

Fonte: Adaptado de MISHRA; SINGH; SINGH, 2019. 

 Pode-se ainda dizer que as falcipaínas são um alvo atrativo para o 

desenvolvimento de fármacos, uma vez que desenvolvem papel crucial no estágio de 

maturação e multiplicação nos eritrócitos. Sijwali e colaboradores (2003) mostraram 

que a FP-2 é essencial no processo de degradação de hemoglobina, uma vez que 

uma cepa knockout do gene da FP-2 teve diminuição do processo de clivagem de 

hemoglobina quando comparada à cepa selvagem em estágio trofozoíta, além de ser 

três vezes mais sensível a inibidores de cisteíno protease. Já para FP-1, o mesmo 

não ocorreu, a cepa knockout apresentou o mesmo perfil fenotípico da cepa selvagem 

(SIJWALI; ROSENTHAL, 2004). 
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 Vários inibidores de cisteíno proteases são descritos na literatura para as 

falcipaínas, como peptídeos, peptídeo-miméticos e não peptídicos, uma vez que há a 

estrutura resolvida da FP-2 e FP-3 o que facilita a etapa de desenho racional de 

inibidores (RAWAT et al., 2021). Alguns destes compostos chegam a etapa de ensaios 

in vivo, mas não progridem (ROSENTHAL, 2004). Portanto, a busca por inibidores 

específicos e seletivos para falcipaínas, que possam evoluir nas etapas de 

desenvolvimento de fármacos ainda é um desafio. No que diz respeito a fármacos que 

possuem como alvo cisteíno proteases de protozoários, há na literatura apenas um 

registro referente ao fármaco K11777 que avançou em estágio pré-clínico contra a 

doença de Chagas, porém foi interrompido devido a problemas de segurança 

(MCKERROW, 2018). 

2.5 Compostos furoxanos e derivados 

 Os furoxanos (1,2,5-oxadiazol-2N-óxido) e benzofuroxanos 

(benzo[c][1,2,5]oxadiazol-1N-óxido) (Figura 13), são moléculas bastante conhecidas 

na literatura, possuindo várias bioatividades descritas. Estas moléculas foram 

sintetizadas pela primeira vez há mais de 100 anos, com promissora atividade 

antiparasitária descrita, dentre elas anti-Leishmania, anti-Plasmodium, anti-

Trypanosoma, anti-Schistosoma (GASCO et al., 2004; CASTRO et al., 2009; MOTT 

et al., 2012; DUTRA et al., 2014; GIL et al., 2014). Esta classe de moléculas 

apresentam em sua estrutura um grupamento N-óxido que age como grupo 

biorreduzível no parasito, gerando espécies reativas de nitrogênio, dentre elas o óxido 

nítrico (NO), além de causar S-nitrosilação de proteínas,  o que é associado como 

principal mecanismo de ação do efeito antiparasitário do NO (GASCO et al., 2004; 

BOIANI et al., 2008).  

Figura 13. Estrutura geral dos furoxanos e benzofuroxanos. 
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Estrutura geral dos furoxanos (A) e benzofuroxanos (B). A posição do grupamento N-óxido é indicada 
como 1-, N- ou N1-óxido para os furoxanos, enquanto que para os benzofuroxanos é indicado como 2-
, N- ou N2-óxido. Fonte: GASCO et al., 2004; CERECETTO; GONZALES, 2007. 

O NO ao ser metabolizado em células de mamíferos e microrganismos, pode 

causar formação excessiva de oxidantes e novos produtos que levam ao 

comprometimento da estrutura e função celular, levando a degeneração e morte da 

célula (RADI, 2018). Uma das organelas celulares mais atingidas por este processo é 

a mitocôndria, onde dados na literatura sustentam que o aumento de NO causa 

disfunção mitocondrial através de uma série de eventos como alteração dos 

gradientes eletroquímicos, redox mitocondrial e homeostase da bioenergia (RADI et 

al., 2002).  

Um dos subprodutos gerados pela metabolização do NO nas células é o 

peroxinitrito que pode levar a alterações na bioenergética mitocondrial e na 

homeostase do cálcio, como também promover a abertura de poros de transição de 

permeabilidade mitocondrial (RADI et al., 2002). Em células de mamíferos, danos 

causados por NO e mudanças na homeostase do cálcio juntos iniciam morte celular 

programada ou necrose em uma variedade de tipos celulares (RIDGLEY; XIONG; 

RUBEN, 1999). Parasitas do gênero Leishmania possuem alguns reservatórios de 

cálcio como acidocalcisomas, retículo endoplasmático e apenas uma mitocôndria 

(DOCAMPO; HUANG, 2015); portanto, alterações que estejam sendo causadas pelo 

efeito deletério dos subprodutos gerados pelo NO são importantes para o 

entendimento desta via.  

Em parasitas do gênero Plasmodium sabe-se que o cálcio está envolvido na 

bioenergética do parasita, sendo um segundo mensageiro crucial ligado ao egresso e 

invasão de células hospedeiras, secreção de proteínas, motilidade e regulação do 

ciclo celular (BROCHET; BILLKER, 2016). Estes parasitas possuem como principais 

reservatórios de cálcio o vacúolo digestivo, retículo endoplasmático, mitocôndria e 

acidocalcisomo que podem ser prejudicados pelo desbalanço de cálcio intracelular 

(DE OLIVEIRA et al., 2021).   

Alguns trabalhos caracterizaram componentes importantes responsáveis pela 

sinalização de cálcio em P. falciparum, sendo os mais descritos: bombas SERCA 

(Sarco Endoplasmic Reticulum CA2+-ATPAse) responsáveis pelo bombeamento deste 

íon para dentro do retículo endoplasmático; pirofosfatases (VP1) e V-ATPases  

presentes no vacúolo digestivo que regulam o pH ácido desta organela pela 
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manutenção de cálcio; e as proteínas quinases dependentes de cálcio (CPDKs) 

descritas por estarem envolvidas na regulação da motilidade dos gametas no inseto 

vetor, e egresso do ciclo biológico na fase eritrocitária (VIDADALA et al., 2014; 

DOCAMPO; HUANG, 2015; DE OLIVEIRA et al., 2021). Na fase intraeritrocítica, na 

qual há bastante investimento no desenvolvimento de drogas anti-maláricas, o 

parasita é desafiado ao usar o cálcio para sinalização, uma vez que a concentração 

desse íon na corrente sanguínea é na ordem de milimolar, enquanto que intracelular 

pode variar de 100 nM a 480 nM (GARCIA et al., 1996; ROHRBACH et al., 2005). 

Autores relatam que a homeostase do cálcio intracelular é importante para  

Plasmodium uma vez que está conectado a sinais intracelulares críticos ligados ao 

ciclo celular do parasita, estando envolvido em uma rede de vias reguladoras, o que 

torna este fenômeno um importante alvo para o desenvolvimento de drogas anti-

maláricas (GAZARINI et al., 2007; LOURIDO; MORENO, 2015; DE OLIVEIRA et al., 

2021).  Vidadala e colaboradores (2014) descreveram uma série de compostos 

baseados em pirazolopirimidina e imidazopirazina como potentes inibidores de 

quinase dependente de cálcio-4 em P. falciparum (PfCDPK4), sem toxicidade para 

células de mamífero (VIDADALA et al., 2014). Enomoto e colaboradores (2012) 

mostraram que o composto 2-aminoetil difenilborinato bloqueia a oscilação 

espontânea de cálcio, via receptor IP3/cálcio dependente, causando o bloqueio da 

progressão do ciclo celular de P. falciparum no estágio eritrocítico (ENOMOTO et al., 

2012). 

Portanto, tendo em vista o potencial anti-parasitário dos derivados furoxanos, 

nosso grupo de pesquisa estudou uma série de compostos desta classe, identificando 

o composto Lapdesf14e, que apresentou potencial terapêutico por administração 

intraperitoneal para tratamento da LV, com mecanismo de ação associado a inibição 

da CPB2.8 de Leishmania e produção de NO (DE ALMEIDA, 2017; DE ALMEIDA et 

al., 2017). Entretanto, sabe-se que esta via de administração não é a ideal, logo 

melhorar este protótipo, desenvolvendo moléculas com atividade semelhante ou 

superior e que possam ser utilizados por administração via oral, foi um dos objetivos 

deste trabalho, estando de acordo com a iniciativa do Drugs for Neglected Diseases 

(DNDi) para o desenvolvimento de novos fármacos para doenças negligenciadas 

(KATSUNO et al., 2015). Portanto, modificações estruturais foram realizadas 

utilizando Lapdesf14e como protótipo.  
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Foram desenvolvidos 24 derivados furoxanos, sendo 14 amida- e fenil-

furoxanos, dez benzofuroxanos e adicionalmente sete compostos contendo apenas 

N-acil-hidrazona para verificar a influência deste grupo químico na atividade anti-

Leishmania e anti-Plasmodium. A N-acil-hidrazona é descrita por atuar na inibição de 

cisteíno proteases de Leishmania e Plasmodium, sendo explorada também no 

desenho de novos compostos bioativos para outras doenças parasitárias como 

Doença de Chagas (CARVALHO et al., 2012; KUMAR et al., 2017). 

3 OBJETIVOS 

 

 O objetivo geral desta Tese foi avaliar o potencial antiparasitário contra 

Leishmania infantum e Plasmodium falciparum dos derivados furoxanos 

desenvolvidos a partir de Lapdesf14e, e investigar possíveis mecanismos de ação. 

3.1 Objetivos específicos 

Para Leishmaniose visceral causada por Leishmania infantum: 

- Clonagem e expressão da enzima LmCPB2.8ΔCTE no sistema de expressão 

heteróloga em Pichia pastoris para screening dos potenciais inibidores; 

- Avaliação dos novos furoxanos quanto ao potencial leishmanicida em modelo 

visceral contra Leishmania infantum (atividade anti-amastigota EC50-AMA e citotóxica 

CC50) e determinação do índice de seletividade (SI=CC50/IC50);  

- Os protótipos com atividade leishmanicida que apresentaram parâmetros de CI50-AMA 

< 10uM e SI >10, foram investigados quanto a:  

● Inibição da LmCPB2.8ΔCTE;  

● Investigação do mecanismo de inibição;  

● Análise por docking molecular dos melhores candidatos;  

● Níveis de produção de NO. 

- Avaliação in silico do ADMET do melhor candidato;  

- Análise da eficácia do tratamento do melhor derivado em camundongos infectados 

com L. (L.) infantum através de:  

● Quantificação da carga parasitária no baço e fígado dos animais infectados; 

● Marcadores bioquímicos. 

Para malária causada por Plasmodium falciparum:  
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 - Avaliação de novas moléculas quanto ao potencial anti-plasmódio em culturas 

sincronizadas de Plasmodium falciparum 3D7 – GCaAMP3 através do ensaio da 

lactado dehidrogenase (PfLDH); 

 - Avaliação quanto ao potencial inibitório das falcipaínas de P. falciparum através de: 

● Ensaio fenotípico para verificação da morfologia do vacúolo digestivo; 

● Análise de acumulação de hemoglobina não degrada; 

- Avaliação dos mecanismos de ação através de ensaios de mobilização do cálcio 

intracelular. 
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CAPÍTULO 1 

1 INTRODUÇÃO 

 As leishmanioses estão entre as DNs mais negligenciadas, com fármacos 

obsoletos e terapêutica associada a uma série de efeitos colaterais e abandono por 

parte do paciente, o que necessita de uma atenção especial para o desenvolvimento 

de fármacos. Este capítulo, traz o trabalho publicado na revista PLOs ONE 

(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008), referente à avaliação in vitro e in vivo 

dos derivados furoxanos contra a leishmaniose visceral causada por L. infantum e 

expressão da enzima CPB2.8 de L. mexicana utilizando um novo sistema de 

expressão, como parte dos estudos de mecanismo de ação destes compostos. Por se 

tratar de um artigo Open access a revista autoriza a total reprodução do artigo nesta 

Tese, ou em qualquer outro meio, desde que citado 

(https://journals.plos.org/plosone/s/licenses-and-copyright). 

Esta parte da Tese foi desenvolvida no Laboratório de Bioquímica e Biologia 

Molecular de Tripanossomatídeos, sob orientação da Dra. Marcia Graminha, em 

colaboração com o grupo do Dr°. Jean Santos FCFar - UNESP, o qual sintetizou as 

moléculas e realizou os estudos de docking molecular; e com colaboração também 

com o grupo do Dr°. Flávio Silva da UFSCar – São Carlos, onde foi realizada a 

expressão da enzima recombinante CPB2.8. 

Design, synthesis and biological evaluation of N-oxide 

derivatives with potent in vivo antileishmanial activity 
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Fig 1. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4a 

 

Fig 2. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4a 
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Fig 3. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4b 

 

Fig 4. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4b 
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Fig 5. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4c 

 

Fig 6. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4c 
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Fig 7. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4d 

 

Fig 8. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4d 
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Fig 9. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4e 

 

Fig 10. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4e 
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Fig 11. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4f 

 

Fig 12. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4f 
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Fig 13. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4g 

 

Fig 14. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4g 
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Fig 15. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4h 

 

Fig 16. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4h 
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Fig 17. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4i 

 

Fig 18. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4i 
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Fig 19. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4j 

 

Fig 20. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4j 
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Fig 21. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4l 

 

Fig 22. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4l 
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Fig 23. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4m 

 

Fig 24. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4m 
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Fig 25. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4n 

 

Fig 26. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4n 
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Fig 27. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4o 

 

Fig 28. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4o 
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Fig 29. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14a 

 

Fig 30. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 14a 
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Fig 31. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14b 

 

Fig 32. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 14b 
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Fig 33. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14c 

 

Fig 34. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 14c 
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Fig 35. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14d 

 

Fig 36. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 14d 
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Fig 37. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14e 

 

Fig 38. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 14e 
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Fig 39. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14f 

 

Fig 40. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 14f 
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Fig 41. 1H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14g 

 

Fig 42. 13C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 14g 
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S1 Fig. Clone pPICZαA_CPB2.8 #2 sequence. The clone was sequenced using α 

factor (TACTATTGCCAGCATTGCTGC) and reverse 

3’AOX1(GCAAATGGCATTCTGACATCC), and the elements inserted on plasmid 

(EcoRI - blue and Sal I – grey, sites) were identified upstream and downstream of 

CPB2.8 gene, respectively 

 

 

S2 Fig. Evaluation of biochemical toxicity markers for healthy mice, infected and 

untreated with L. infantum and treated with different concentrations of 4f (7.7; 2.56; 

0.85; 0.24 mg/kg/day) or miltefosine (7.7 mg/kg/day). Levels of (A) AST - aspartate 

aminotransferase; (B) ALP - alkaline phosphatase levels; (C) ALT - alanine 

aminotransferase; (D) Urea; (E) Total bilirubin levels and (F) Creatinine. The data are 

expressed as average ± SEM. #: Statistically significant compared to the Infected and 

Untreated animals (p < 0.05). *: Statistically significant compared to the healthy 

animals (p < 0.05). †: Statistically significant compared to the animals treated with the 

reference drug miltefosine (p < 0.05). No statistical significance was observed for 

creatinine compared to healthy and Untreated animals. 
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Physicochemical 
properities 

Calculated values 

 4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h 4l 4m 4r 

Num. heavy atoms 30 31 31 33 34 25 25 28 31 32 25 

Num. arom. heavy 
atoms 

23 23 23 23 23 17 17 17 17 17 15 

Fraction Csp3 0 0 0 0 0.15 0 0 0.06 0.06 0.23 0.22 

Num. rotatable 
bonds 

7 7 7 8 8 6 6 8 9 9 5 

Num. H bond 
receptors 

6 7 6 8 6 6 5 7 9 7 5 

Num. H bond 
donors 

1 2 2 1 1 2 2 2 2 2 1 

Lipophilicity 

Log Po/w (iLOGP) 2.87 2.54 2.4 2.21 3.91 1.33 1.77 0.81 0.01 2.03 2.29 

Solubility 

Water solubility 
(mg/mL)(ESOL) 

1.11 e-3 1.59 e-3 2.59 e-3 
 

2.95 e-3 4.74e-5 3.41 e-1 1.98 e-2 5.60 e-
2 

1.48 e-
1 
 

3.93 e-3 4.41 e-3 

class Moderately 
soluble 

Moderately 
soluble 

Moderately 
soluble 

Moderately 
soluble 

Poorly 
soluble 

Soluble Moderatel
y soluble 

Soluble Soluble Moderatel
y soluble 

Moderatel
y soluble 

Pharmacokinetics 

GI absorption High High Low Low Low High Low Low Low Low High 

BBB permeant No No No No No No No No No No No 

P-gp substrate No No No No Yes No No No Yes No No 

CYP1A2 inhibitor Yes Yes No Yes No Yes Yes No No No No 

CYP2C19 inhibitor Yes No Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes No 

CYP2C9 inhibitor No No No No Yes No No No No No No 

CYP2D6 inhibitor No No No No No No No No No No No 

CYP3A4 inhibitor No No No No No No No No No No No 

Log kp (skin 
permeation) 

-5.21 cm/s -5.56 cm/s -5.79 cm/s -6.10 cm/s -4.37 cm/s -6.42 
cm/s 

-6.10 cm/s -6.10 
cm/s 

-7.59 
cm/s 

-5.86 cm/s -5.14 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski Yes;  Yes Yes Yes; 1 
violation  

Yes, 1 
violation 

Yes Yes Yes;  Yes; 1 
violatio

n  

Yes; 0 
violation 

Yes; 0 
violation 

Ghose Yes Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes 

Veber Yes Yes Yes No; 1 
violation  

Yes Yes No; 1 
violation  

No; 1 
violatio

n  

No; 1 
violatio

n  

No; 1 
violation  

Yes 
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Table S1. ADME parameters. Pharmacokinetics: High and Low indicates gastrointestinal absorption; Yes and No indicates BBB (Blood Brain Barrier) 

permeation or P-gp (glycoprotein P). Druglikeness: Yes and No indicates that the molecule is according to all Lipinski, Ghose, Veber, Egan or Muegge 

descritors. Bioavailability Score: Predict the probability of a compound to have at least 10% oral bioavailability in rat or measurable Caco-2 permeability, 

calculating the probalitities of 11%, 17%, 56% or 85%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Egan Yes Yes Yes No; 1 
violation  

Yes Yes No; 1 
violation  

No; 1 
violatio

n  

No; 1 
violatio

n  

No; 1 
violation  

Yes 

Muegge Yes Yes Yes No; 1 
violation  

No Yes Yes Yes No; 1 
violatio

n  

Yes Yes 

Bioavailability 
Score 

0.56 0.56 0.56 0.11 0.56 0.56 0.56 0.56 0.11 0.56 0.56 

Medicinal chemistry 

PAINS alert 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Synthetic 
accessibility 

3.83 3.87 3.83 3.87 4.22 3.65 3.66 3.55 3.64 3.95 3.42 
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CAPÍTULO 2 

1 INTRODUÇÃO 

 A malária é uma causada por parasitas do gênero Plasmodium, implicando em 

milhares de mortes anuais, sendo P. falciparum o agente etiológico da forma grave da 

doença, a qual pode levar os pacientes a óbito. Nesta etapa do trabalho, realizada 

dentro do programa CAPES-PrInt-UNESP, buscou-se ampliar a aplicação dos 

derivados furoxanos para este modelo experimental. Desta forma, realizou-se o 

screening dos compostos furoxanos frente a cepa de P. falciparum 3D7, 

geneticamente modificada (PfGCaMP3),  a qual alberga o gene indicador de cálcio 

GCaMP3 (BORGES-PEREIRA; CAMPOS; GARCIA, 2014). O gene GCaMP3 

compreende a proteína fluorescente verde GFP, de Green Fluorescent Protein, 

fusionada à calmodulina (CaM) e ao peptídeo M13, uma sequência peptídica da 

quinase de cadeia leve da miosina o qual estabiliza a forma protonada da calmodulina 

na presença de cálcio (CHEN et al., 2013).  

Este capítulo mostra estes resultados obtidos durante o estágio sanduíche na 

Rutgers, New Jersey Medical School, Estados Unidos, sob orientação do Dr° Andrew 

Thomas (https://njms-web.njms.rutgers.edu/profile/myProfile.php?mbmid=thomasap) 

e co-orientação da Drª Paula Barlett (https://njms-

web.njms.rutgers.edu/profile/myProfile.php?mbmid=bartlepj).  

2 METODOLOGIA 

2.1 Cultivo, sincronização e obtenção de P. falciparum  

 A cepa de P. falciparum 3D7 (PfGCaMP3) foi cultivada em frascos de cultura 

(175 cm2) com meio RMPI1640 (Sigma) suplementado com AlbuMAX II (Thermo 

Fisher) 0,5%, hipoxantina (Sigma) 0,1 mM, bicarbonato de sódio (Sigma) 0,2%, WR 

99210 (Sigma) 5 mmol L-1, gentamicina 500 mcg mL-1 e HEPES 1M, pH 7.4, com 5% 

de hematócrito em atmosfera de 90% N2; 5% O2, 5% CO2 à 37°C. O sangue do tipo 

O- utilizado foi doado pelo banco de sangue do Hospital Universitário da Escola de 

Medicina, Rutgers University e lavado com meio RPMI1640 incompleto (sem AlbuMAX 

II). Os parasitas foram sincronizados pelo tratamento com sorbitol (5%); para isso, o 
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meio de cultura foi removido de culturas de parasitas não-sincronizados, adicionando-

se sorbitol seguido por incubação por 10 minutos. A cultura foi centrifugada (1000 xg, 

3 minutos), lavada com o mesmo volume de meio de cultura, seguido de nova 

centrifugação. O pellet contendo os parasitas sincronizados foi ressuspendido em 

meio completo, sendo adicionado gás (90% N2; 5% O2, 5% CO2) e incubado por 12-

16 h para obtenção de uma população homogênea de trofozoítas. A análise das 

formas parasitárias presentes na cultura é avaliada realizando um esfregaço delgado, 

seguido por coloração de Giemsa. 

 Os parasitas isolados foram obtidos pela adição de  saponina 0.01%, seguida 

da agitação por inversão do tubo (40 segundos), centrifugação (970 xg, 3 min.), 

descarte do sobrenadante e lavagem com tampão salino-fosfato (PBS - Bio Rad) 1X 

para eliminação do eritrócito e do vacúolo parasitóforo, sem danificar a integridade da 

membrana plasmática do parasito (ANSORGE et al., 1996). 

2.2 Screening via ensaio da lactato-desidrogenase (LDH) 

 A inibição do crescimento parasitário pelos derivados furoxanos foi avaliada 

utilizando uma cultura de parasitas sincronizados no estágio trofozoíta, contendo 2% 

de hematócrito e 0.25% de parasitemia. Os compostos foram adicionados em placas 

de 96 poços de poliestireno, transparente, inicialmente a 10 µM (volume final de 100 

µL por poço), em seguida os que apresentaram inibição maior que 50%, foram 

adicionados na concentração de 10 – 0.07 µM (diluição 1:2) e incubados por 72 h em 

atmosfera contendo 90% N2; 5% O2, 5% CO2 à 37°C. Após a incubação, as placas 

foram congeladas em freezer - 80°C por 24 h, seguido de descongelamento por no 

mínimo 3 h para leitura. Eritrócitos não-infectados ou infectados e não-tratados foram 

adicionados em triplicata ao experimento como controles experimentais. Cloroquina 

(Sigma) foi utilizada como fármaco de referência. 

 Para avaliar a atividade da enzima lactato-dehidrogenase (LDH), 100 µL de 

uma mistura reacional contendo 1M de lactato, 10 mM de APAD (3-acetil piridina 

adenina dinucleotídeo), 5 mM de azul de nitrotetrazólio (NBT), 200 µg mL-1 (1U mL-1) 

de diaforase, 0,5% de Tween 20 e 100 mM de Tris-HCl (pH 8.0), foi previamente 

adicionada na placa do experimento. A absorbância (650 nm) foi lida no leitor de 

placas FlexStation
®

 3 (Molecular devices), por 1h com 30 segundos de intervalo entre 
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cada leitura. Devido à correlação entre a viabilidade do parasita e a atividade 

enzimática da LDH, a velocidade máxima de fluorescência detectada no leitor diminui 

como resultado da toxicidade do composto. 

 Os dados de absorbância foram normalizados pela cultura infectada e não-

tratada e representados como porcentagem de inibição do crescimento. A linha de 

base obtida dos poços referente aos eritrócitos não-infectados foi subtraída para 

normalização das culturas infectadas não-tratadas. Os valores correspondentes ao 

pico de absorbância observados após a leitura das placas foram obtidos e a 

concentração efetiva para inibir 50% do crescimento parasitário (EC50) foi calculada 

por regressão não-linear utilizando o Software Graphpad Prism. Os experimentos 

foram realizados em triplicatas independentes. 

2.3 Avaliação de alterações morfológicas em PfGCaMP3 frente a compostos 

furoxanos com atividade anti-plasmódio 

Para investigar potenciais efeitos de compostos furoxanos com atividade anti-

Plasmodium no desenvolvimento do ciclo intra-eritrocítico, parasitas sincronizados 

(1% de anéis) foram cultivados por 48h na presença do veículo (DMSO 0,1%) ou dos 

controles experimentais E64 (N-[N-(L-3-trans-carboxyirane-2-carbonyl)-L-leucyl]-

agmatine), ou cloroquina, nas concentrações correspondentes a 3X o IC50.  As 

amostras foram coletadas a cada 12 horas e avaliadas pela confecção de esfregaços 

delgados corados por Giemsa, seguido de observação sob microscópio óptico comum 

utilizando-se objetivas de imersão (PRASAD et al., 2013). 

2.4 Efeito dos compostos anti-Plasmodium na hidrólise de hemoglobina 

 Para verificar o potencial efeito dos compostos furoxanos anti-Plasmodium na 

hidrólise da hemoglobina, seguiu-se a metodologia de Prasad e colaboradores (2013) 

com modificações. Brevemente, 100 mL de cultura sincronizada para formas 

trofozoítas de P. falciparum (9% parasitemia) foi dividida em quatro partes iguais; 

DMSO (0,2%) foi adicionado em uma parte e os compostos furoxanos, bem como as 

drogas controles E64, e cloroquina, nas concentrações correspondentes a 3X o IC50 

foram adicionados nas três partes restantes. 

 Os parasitas foram cultivados por dez horas e, após este período, isolados nas 

mesmas condições descritas anteriormente no tópico "Cultivo, sincronização e 
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obtenção de P. falciparum.” Ao pellet resultante, foi adicionado 1 mL de tampão de 

lise contendo SDS 10%, DTT 1 mM, inibidor de fosfatases Phosphatase Arrest III 1X, 

inibidor de proteases Protease Inhibitor Cocktail V 1X, pepstatina A 10 µg mL-1, 

fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e benzamidina 1mM. Em seguida, foi 

realizada lise mecânica com seringa e agulha (20 G) e uma alíquota retirada para 

quantificação de proteínas pelo método de Lowry (WATERBORG; MATTHEWS, 

1994). À amostra restante, foi adicionado 20 µL de tampão de amostra Laemmli 5X 

(SDS 10%, beta mercapto-etanol 25%, glicerol 50%, Tris-HCl pH 6.8 312 mM, 

0,0125% azul de bromofenol), em seguida a amostra foi fervida por 10 min, 

centrifugada a 27000 xg por 15 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante 

aplicado em gel de SDS-PAGE (15%). O gel foi corado com Comassie Brillant Blue R-

250 (BioRad) por 1 hora e descorado com água por 24 horas. Os ensaios foram 

realizados em duplicatas independentes. 

2.5 Ensaios de homeostase do cálcio em PfGCaMP3 

 Para os ensaios de verificação da homeostase do cálcio celular, os parasitas 

foram sincronizados 12-16 h antes do experimento, para obtenção de uma cultura 

homogênea de trofozoítas. A cultura foi centrifugada e enriquecida para células 

infectadas por parasitas utilizando um sistema magnético manual (VarioMacs®) para 

separação das células parasitadas baseada na presença da hemozoína, a qual se liga 

fortemente à coluna magnética do sistema. Em seguida, os eritrócitos parasitados 

foram eluídos, centrifugados, ressuspendidos em 3 mL de meio de cultura e incubados 

sob as mesmas condições descritas anteriormente. 

Lamínulas circulares de 25 cm2, foram dispostas em placas de 6 poços, e 

adicionadas Cell-Tak (Corning) por 90 minutos. Após este período, 100 µL da cultura 

enriquecida foi centrifugada e ressuspendida em tampão Hank’s contendo HEPES: 

NaCl 138 mM, NaHCO3 4,2 mM, CaCl2 1,3 mM, HEPES 10 mM, glicose 5 mM,  1x sal 

de Hank’s (KCl 0,4 mg mL-1, MgSO4 98 µg mL-1), e 1x Tampão fosfato de Hank’s 

(NaH2PO4 48 µg mL-1, KH2PO4 60 µg mL-1), pH 7.4, mantido a 37°C, aplicadas sobre 

o Cell-Tak e incubadas por 30 min a temperatura ambiente para adesão das células. 

Em seguida, as lamínulas recobertas com as células foram inseridas nas câmaras de 

leitura e lavadas 2X, como o mesmo tampão contendo 0,25% de albumina soro-bovina 
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(BSA) e ressuspendidas em 3 mL do mesmo tampão para as análises em microscópio 

de fluorescência. 

 Os experimentos de homeostase do cálcio foram realizados em microscópio 

invertido de epifluorescência Nikon Eclipse TE300. As imagens foram obtidas em 1 

Hz com o software NIS Elements (Nikon), utilizando objetiva de 40X aquecida (37°C), 

com óleo de imersão através de uma câmera EM-CCD (Hamamatsu Photonix Image 

EM), com excitação de 488 nm e emissão de 510 nm, correspondentes ao sinal do 

GCaMP3. O sinal foi captado a cada 3 segundos e os valores correspondentes de 

fluorescência foram exportados em planilhas do Microsoft Office Excel, e as análises 

realizadas no software MATLAB®, através de um script próprio do laboratório 

(BORGES-PEREIRA et al., 2020). 

 Além dos furoxanos, foram utilizados nas análises o ácido ciclopiazônico (CPA) 

10 µM (Cayman Chemical), ionomicina 10 µM (Alomone Labs), nigericina 10 µM 

(Sigma), dietilamina-NONOato (Sigma) 10 µM. Os ensaios foram realizados em 

triplicatas independentes. 

2.6 Ensaios de homeostase do cálcio em hepatócitos murinos 

 Os estudos em animais foram aprovados pelo Comitê Institucional de Cuidados 

e Uso de Animais da Rutgers, New Jersey Medical School Camundongos machos 

C57BL/6N (pesando 20-25 g; Taconic Biosciences, Rensselaer, NY, USA) 

expressando o marcador de cálcio GCaMP6 foram alojados em gaiolas ventiladas sob 

ciclo claro/escuro de 12:12 h. Os animais receberam acesso ad libitum à ração e água 

até o dia do experimento. Os camundongos foram anestesiados com injeção 

intraperitoneal de pentobarbital (60 mg/kg) diluído 1:1 com PBS 1X e os sinais vitais 

foram monitorados durante todo o procedimento. A profundidade da anestesia foi 

avaliada pelo relaxamento do tônus muscular e pela perda de respostas reflexas ao 

estímulo externo.  

Os hepatócitos foram isolados por perfusão de colagenase de fígado em duas 

etapas, como descrito por Thomas e colaboradores (1991) e Rooney e colaboradores 

(1989) (ROONEY; SASS; THOMAS, 1989; THOMAS; RENARD; ROONEY, 1991). 

Hepatócitos (7 x 105) foram plaqueados em lamínulas de vidro (25 cm2) contendo 

William’s E Medium (Thermo Fisher Scientific) suplementado com glutamina 2 mM, 
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penicilina 10 U mL-1 (Lonza), estreptomicina 10 mg mL-1 (Lonza) e   gentamicina 50 

mg mL-1 (Sigma). Em seguida, foram cultivados overnight para aderência e 

suplementados com soro fetal bovino 5% (v/v) (Gemini Bio-Products) e insulina 140 

nM (Thermo Fisher Scientific). As células foram mantidas em atmosfera umidificada 

com 5% de CO2 e 95% O2 a 37°C, até o momento do uso. 

 O meio foi então removido, seguido de adição de 3 mL tampão Hank’s contendo 

BSA (conforme descrito no tópico anterior) para análise da homeostase do cálcio no 

microscópio invertido de epifluorescência Nikon Eclipse TE300. As imagens foram 

obtidas em 1 Hz com o software NIS Elements (Nikon), utilizando objetiva de 20X, 

através de câmera EM-CCD (Hamamatsu Photonix Image EM), com excitação de 488 

nm e emissão de 510 nm, correspondentes ao sinal do GCaMP3. Os valores 

correspondentes de fluorescência foram exportados para planilhas (Microsoft Office 

Excel), e as análises realizadas no software MATLAB®, através de um script próprio 

desenvolvido no laboratório (BORGES-PEREIRA et al., 2020). 

2.7 Análise Estatística 

 A significância estatística entre as médias dos diferentes grupos experimentais 

foi realizada através da análise de variância (ANOVA) e as diferenças estatísticas 

entre os grupos foi quantificada usando o teste de Bonferroni (BORGES-PEREIRA et 

al., 2020). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 O furoxano 4m apresentou atividade antiparasitária frente à cepa 

PfGCaMP3  

O screening da atividade antiparasitária na presença de 10 µM de 12 furoxanos 

(4a-o) e oito benzofuroxanos (4p-z) foi realizado pelo ensaio de inibição da LDH.  A 

LDH é uma enzima citosólica envolvida na glicólise para a produção de ATP e 

distingue-se da LDH humana por sua capacidade aumentada de converter L-lactato 

em piruvato através da coenzima 3-acetil piridina adenina dinucleotídeo a uma taxa 

cerca de 200 vezes mais rápida em comparação com as isoformas humanas (SANZ 

et al., 2012). O ensaio de atividade da LDH de P. falciparum (PfLDH) tem sido usado 

para substituir os ensaios in vitro que requerem hipoxantina radiomarcada na medição 
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da toxicidade do composto em análise, como também é realizado como uma 

alternativa eficaz à microscopia de luz no estudo do crescimento do parasita, 

apresentando maior especificidade e menos subjetividade (MAKLER; PIPER; 

MILHOUS, 1998; DELHAES et al., 1999). 

A Figura 1 mostra que os furoxanos 4a, 4e e 4m apresentaram capacidade de 

inibir em 80% o crescimento parasitário similar à cloroquina, enquanto o protótipo 

Lapdesf14e não apresentou atividade significativa nesta inibição. 

 

Figura 1. Inibição do crescimento da cepa PfGCaMP3 pelos derivados 

furoxanos. 

 

Parasitas PfGCAMP3 sincronizados, em estágio trofozoíta, foram tratados com 10 µM dos furoxanos 
(4a-o); incubados por 72h em 90% N2; 5% O2, 5% CO2 à 37°C, seguido de congelamento à - 80°C por 
24 h, descongelamento por 3h e leitura pelo ensaio da PfLDH. O pico de fluorescência correspondente 
a atividade máxima da PfLDH foi obtida e subtraída da linha de base correspondente aos eritrócitos 
não infectados. Dados expressos em % de inibição ± desvio padrão, em triplicata, normalizado pelos 
eritrócitos infectados e não tratados (100% de parasitas vivos). Cloroquina foi usada como fármaco 
controle e DMSO 0,1% como controle negativo e veículo.  

Para os benzofuroxanos, apenas o composto 4r apresentou inibição 

significativa, em torno de 40% do crescimento parasitário (Figura 2).  

Figura 2. Inibição do crescimento de P. falciparum pelos derivados 
benfuroxanos. 
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Parasitas PfGCAMP3 sincronizados, em estágio trofozoíta, foram tratados com 10 µM dos 
benzofuroxanos (4p-z); incubados por 72 h em 90% N2; 5% O2, 5% CO2 à 37°C, seguido de 
congelamento à - 80°C por 24h, descongelamento por 3h e leitura pelo ensaio da PfLDH. O pico de 
fluorescência correspondente a atividade máxima da PfLDH foi obtida e subtraída da linha de base 
correspondente aos eritrócitos não infectados. Dados expressos em % de inibição ± desvio padrão, em 
triplicata, normalizado pelos eritrócitos infectados e não tratados (100% de parasitas vivos). Cloroquina 
foi usada como fármaco controle e DMSO 0,1% como controle negativo e veículo.  

 Desta forma, selecionou-se os furoxanos 4a, 4e e 4m para dar continuidade 

aos estudos de mecanismos de ação antiparasitária destas moléculas. Embora 4a, 4e 

e 4m tenham apresentado níveis de inibição semelhante a 10 µM, os valores de EC50 

destes compostos são distintos, sendo o composto 4m (EC50 = 2,8 ± 0,6 µM) o mais 

potente, seguido por 4e (EC50 = 5,4 ± 0,7 µM) e 4a (EC50 = 8,5 ± 0,5 µM) (Figura 3).  

Considerando que estes compostos possuem atividade inibitória frente a 

cisteíno protease de Leishmania (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021); decidiu-se 

investigar se estas moléculas também são capazes de inibir proteases de P. 

falciparum. Importante destacar que as cisteíno proteases deste parasita, as 

falcipaínas, são da família da papaína, assim como a CPB de Leishmania, possuindo 

papel fundamental na degradação de hemoglobina dentro do vacúolo parasitóforo, 

sendo FP-2 e FP-3 as principais enzimas envolvidas neste processo, compartilhando 

os mesmos substratos e possuindo elevada similaridade estrutural (ROSENTHAL, 

2011).  
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O composto E64 foi incluído no ensaio de dose resposta, uma vez que este 

composto é sabidamente inibidor competitivo de proteases, incluindo as falcipaínas 

(PRASAD et al., 2013). 

Figura 3. Curva de dose resposta para os furoxanos 4a, 4e, 4m e para o 
inibidor de proteases E64. 

  

Parasitas PfGCAMP3 sincronizados, em estágio trofozoíta, foram tratados com 4a, 4e, 4m e E64, nas 
concentrações de 10 – 0.07 µM (diluição 1:2), incubados por 72 h em 90% N2; 5% O2, 5% CO2 à 37°C, 
seguido de congelamento à - 80°C por 24 h, descongelamento por 3 h e leitura pelo ensaio da PfLDH. 
O pico de fluorescência correspondente a atividade máxima da PfLDH foi obtida e subtraída da linha 
de base correspondente aos eritrócitos não infectados. Dados expressos em % de inibição ± desvio 
padrão, de três experimentos independentes, realizados em triplicata, normalizado pelos eritrócitos 
infectados e não tratados (100% de parasitas vivos). EC50-cloroquina = 11.9 ± 2.5 nM. 
 

Os compostos furoxanos e derivados são conhecidos por apresentarem 

diferentes atividades biológicas descritas na literatura, como anti-Trypanosoma 

(BOIANI, et al. 2008); anti-Schistosoma e anti-Ancylostoma (MOTT, et al., 2012); anti-

câncer e anti-bacteriana (CERECETTO; PORCAL, 2005); como também  anti-

Plasmodium spp. (GALLI et al., 2005; VICENTE et al., 2008; GIL et al., 2014). Para a 

cepa de P. falciparum aqui estudada, observamos que os compostos fenil- e amida-

furoxanos (4a, 4e e 4m) apresentaram melhor atividade que os benzofuroxanos (4p-

z), similar ao perfil de anti-Leishmania previamente observado para estes compostos 

(DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021). Embora para Leishmania 4e (EC50 = 0,6 ± 

0,1 µM) tenha sido identificado como o composto mais potente, verificou-se aqui que 

4m (EC50 = 2,8 ± 0,6 µM) é o mais potente frente à P. falciparum, mas apresentando 
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também atividade anti-Leishmania (EC50 = 6,4 ± 1,1 µM). Os compostos 4m e 4e são 

estruturalmente similares, exceto pela ligação de uma amida ou de um grupamento 

fenil, respectivamente ligadas ao N-óxido destas moléculas, o que pode estar 

favorecendo a atividade anti-Plasmodium aqui observada.  

 Os compostos estudados neste trabalho  possuem em sua estrutura o grupo 

N-acil-hidrazona, conhecido por sua capacidade de inibição de cisteíno proteases em 

Leishmania (DE ALMEIDA, 2017; MORAES et al., 2018; UPEGUI ZAPATA et al., 

2020; DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021); assim, para contribuir para o 

entendimento dos mecanismos de ação deste amida-furoxano 4m, avaliou-se seu 

potencial em inibir as falcipaínas de P. falciparum. 

3.1 4m não altera a morfologia do vacúolo digestivo e não causa acumulo de 

hemoglobina não degradada em PfGCaMP3  

 Como dito anteriormente, as falcipaínas de P. falciparum desempenham papel 

crucial na hidrólise da hemoglobina (MISHRA; SINGH; SINGH, 2019). De acordo com 

Prasad e colaboradores (2013), a inibição de enzimas que hidrolisam hemoglobina no 

vacúolo parasitóforo, levam a alteração morfológica do parasita, associada à produção 

de entumescimento do vacúolo digestivo em decorrência do acúmulo de hemoglobina 

não degradada, passível de visualização por esfregaço delgado corado por Giemsa. 

 Na Figura 4, observa-se o efeito do composto 4m, assim como dos controles 

E64, cloroquina e DMSO (controle). Para E64 é nítido que a morfologia do parasita é 

alterada, sendo possível observar de forma mais clara após 36h um entumescimento 

correspondente a acumulação de hemoglobina não degradada devido a inibição das 

proteases, enquanto que para 4m não é possível observar o mesmo efeito. Da mesma 

forma, o tratamento com cloroquina não apresenta morfologia semelhante à de E64, 

uma vez que embora atue no vacúolo digestivo, age no parasita por inibição da 

formação de hemozoína. 

Figura 4. Morfologia dos parasitas tratados com 4m, E64, CQ (cloroquina) e 

DMSO (controle). 



107 
 
 

 

 
Uma cultura de parasitas (1% de parasitemia, concentração inicial) sincronizados para estágio de anel, 
foram tratados com 27 μM E64, 6 μM 4m, 0.624 μM cloroquina ou DMSO 0,1% (controle). A morfologia 
dos parasitas foi analisada através de esfregaços corados com Giemsa em diferentes pontos após o 
início do tratamento. É possível observar um alargamento do vacúolo digestivo para o tratamento com 
E64, ocupando quase o parasita inteiro especialmente em 24h. Para 4m não é possível observar o 
mesmo efeito, assim como para a cloroquina que atua no vacúolo digestivo, porém com outro 
mecanismo de ação. 

O efeito do inibidor competitivo de proteases E64 foi observado por outros 

pesquisadores, sendo descrito uma anormalidade do vacúolo digestivo associado ao 

entumescimento conforme observado neste trabalho, com efeito evidente após 24h 

de tratamento dos parasitas com o composto (MOURA et al., 2009; SIJWALI; 

ROSENTHAL, 2004; PRASAD et al., 2013). A parasitemia foi calculada, ficando em 

torno de 1% indicando que 4m causou retardo na progressão do ciclo celular ao final 

do tratamento em 48h, fato observado também para E64 e cloroquina (Figura 5A).  

Figura 5. Análise da parasitemia e estágio parasitário em diferentes pontos do 

tratamento com 4m, E64, CQ e DMSO. 
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Uma cultura de parasitos (1% de parasitemia, concentração inicial) sincronizados, foram tratados com 
27 μM E64, 6 μM 4m, 0.624 μM cloroquina ou DMSO 0,1% (controle). A - Parasitemia ([número de 
eritrócitos infectados/número de eritrócitos totais] x100). Experimento realizado uma vez, com 
contagem de seis campos distintos para cálculo de parasitemia e observação dos estágios do parasita. 

Para determinar se o efeito observado de 4m na morfologia do parasita está 

associado ao acúmulo, mesmo que mínimo, de hemoglobina não degradada como 

observado após o tratamento com E64, o lisado de parasitas tratados com ambos 

compostos foi analisado por SDS-PAGE 15%. Apenas para o tratamento com E64 é 

possível observar uma banda referente a acumulação de hemoglobina (Hb) não 

degradada, enquanto que para o tratamento com 4m, cloroquina (CQ) ou DMSO 0,2% 

não é observada nenhuma banda (Figura 6). 

Figura 6. Acumulação de proteínas não degradadas em parasitas tratados com 

DMSO 0,2%, cloroquina (CQ), 4m e E64 observadas por SDS-PAGE. 
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Culturas homogêneas de parasitas (9% parasitemia) em estágio trofozoíta foram tratados por 10 h na 
presença de DMSO 0,2%, 27 μM E64, 6 μM 4m ou 0.624 μM cloroquina, concentrações 
correspondentes a aproximadamente 3X o EC50. Os parasitas foram obtidos através de tratamento com 
saponina 0.01%, seguido de lavagem com PBS 1X, lise mecânica e fervura das amostras e separação 
do lisado contendo 150 µg de proteínas totais em gel de SDS-PAGE 15%. É possível observar que 
apenas para o tratamento com E64 há uma banda entre 10KDa e 15KDa, indicada pela seta, 
correspondente ao mesmo perfil da canaleta contendo apenas hemoglobina (Hb), não sendo 
observadas bandas na mesma altura para os tratamentos com 4m, cloroquina (CQ) ou DMSO 0,2% 
(veículo). MW: Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard (Thermo Fisher). O experimento foi 
realizado em duplicatas independentes, analisado em mais de um gel, com resultados reprodutíveis.  

Desta forma, os resultados obtidos (Figuras 4 e 6) sugerem que as falcipaínas 

não correspondam ao alvo molecular principal. Isto posto, é importante realizar outros 

estudos para determinação do IC50 de 4m frente às formas recombinantes das 

falcipaínas FP-2 e FP-3 de P. falciparum. Para isso, estabeleceu-se colaboração com 

o grupo do Dr. Phillip Rosenthal da Universidade da Califórnia, São Francisco, 

Estados Unidos, para estas análises.  

3.2 4m é capaz de mobilizar cálcio proveniente do retículo endoplasmático e 

também acidificação do citosol em P. falciparum.  

 Foi relatado por nosso grupo que o furoxano 13b, precursor de LapDesf14e 

pode levar a alterações na homeostase do cálcio intracelular em Leishmania, o que 

aumentou a probabilidade de que 4m poderia estar atuando neste alvo (DE ALMEIDA, 

2017). 
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Portanto, foi avaliada a capacidade de 4m em causar alteração na homeostase 

do cálcio intracelular em P. falciparum. Uma única adição com 10 µM de 4m foi 

realizada, seguido da adição de 10 µM de ácido ciclopiazônico (CPA), para esgotar o 

cálcio do retículo endoplasmático e 10 µM de ionomicina (Iono), como controle 

positivo, sendo a primeira adição após cinco minutos do início do experimento e as 

demais com intervalo de dez minutos entre cada. O CPA é um inibidor da bomba 

SERCA que libera o cálcio remanescente no retículo endoplasmático para o citosol e 

a ionomicina é um ionóforo que permite o transporte de cálcio através das membranas 

biológicas para aumentar os níveis intracelulares de cálcio (GAZARINI et al., 2003; 

MONCOQ; TRIEBER; YOUNG, 2007). 

 O furoxano 4m apresentou uma rápida resposta na alteração do cálcio 

intracelular em P. falciparum. (Figura 8).  A molécula 4m levou à alteração do cálcio 

intracelular quase que imediatamente após sua adição (Figura 8A) em uma proporção 

menor que CPA. Interessantemente, quando 4m é adicionado após CPA (Figura 8B), 

observamos que a resposta de 4m é drasticamente suprimida, o que nos indica que 

este furoxano possui o retículo endoplasmático como alvo desta alteração de cálcio 

citosólico. 

Figura 8. Traços representativos e quantificação da liberação de cálcio 

intracelular pelo furoxano 4m. 



111 
 
 

 

 

A visualização instantânea da liberação de cálcio em P. falciparum expressando o indicador GCaMP3 
foi realizada em lamínula com eritrócitos infectados enriquecidos em estágio trofozoíta. Após cinco 
minutos de visualização do sinal de GCaMP3 foram adicionados 10 µM de cada composto, com 
intervalo de 10 minutos entre cada adição.  A e B – Traço médio representativo correspondente à média 
de pelo menos 50 células que responderam aos estímulos com os compostos. C e D – Quantificação 
da amplitude do cálcio citosólico após o tratamento com 4m e os controles. Os dados são 
correspondentes à medida de três experimentos independentes, em triplicata. * p< 0,05. CPA foi 
adicionado para liberação de cálcio do retículo endoplasmático e ionomicina (Iono) para verificar a 
viabilidade celular. 

 De fato, a quantificação da amplitude do cálcio intracelular após a adição de 

4m (Figura 8C e 8D) mostra que quando o furoxano é adicionado primeiro, observa-

se uma diminuição na resposta de CPA, mesmo que não seja estatisticamente 

significativa. Diferentemente, quando CPA é adicionado primeiro, a resposta de 4m é 

suprimida quase completamente, sugerindo que o composto possui o mesmo alvo de 

CPA. 
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 Observado o efeito de 4m na mobilização do cálcio intracelular em P. 

falciparum, testou-se também os demais furoxanos que apresentaram efeito inibitório 

no desenvolvimento do parasita, 4a, 4e e 4r. Contudo, embora 4a, 4e e 4r 

apresentarem semelhança estrutural a 4m, nenhum deles foi capaz de alterar os 

níveis de cálcio citosólico no parasita (Figura 9). 

Figura 9. Traços representativos da liberação de cálcio intracelular pelos 

furoxano 4a, 4e e 4r. 

 

A visualização instantânea da liberação de cálcio em P. falciparum expressando o indicador GCaMP3 
foi realizada em lamínula com eritrócitos infectados enriquecidos em estágio trofozoíta. Após cinco 
minutos de visualização do sinal do GCaMP3 foram adicionados 10 µM de cada composto, com 
intervalo de 10 minutos entre cada adição. Traços correspondentes a média de pelo menos 50 células 
que responderam ao tratamento. CPA foi adicionado para liberação de cálcio do retículo 
endoplasmático e ionomicina (Iono) para verificar a viabilidade celular. 

 O grupo N-óxido presente na molécula 4m é descrito por sua capacidade de 

gerar espécies reativas de nitrogênio, com destaque para o agente microbicida NO 

(BOIANI et al., 2008); importante molécula efetora envolvida em diversos processos 

celulares microbicidas (RADI; CASSINA; HODARA, 2002); podendo ainda atuar como 

segundo mensageiro em plantas e animais, modulando o Ca2+ livre (BESSON-BARD; 

PUGIN; WENDEHENNE, 2008). Foi avaliada então a possível participação do NO na 

resposta para o cálcio observada para 4m, mas agora na presença do doador de NO 

DEA. O DEA é capaz de permear membranas biológicas e se dissociar 

espontaneamente liberando 1,5 mol de NO por mol de composto, de forma pH 

dependente, apresentando meia vida de 2-16 minutos em pH 7,4 à 37°C (FERRERO 

et al., 1999; SAMPSON; PLANE; GARLAND, 2001). 

Não foi observado, tanto no experimento realizado com eritrócitos infectados, 

quanto naquele utilizando-se parasitas isolados e tratados com 10 µM de DEA, 
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qualquer alteração do cálcio intracelular (Figura 10), o que descartou a possibilidade 

do NO produzido por 4m, estar influenciando nesta resposta. 

Figura 10. Traços representativos da liberação de cálcio intracelular após o 

tratamento com DEA. 

 

A visualização instantânea da liberação de cálcio em P. falciparum expressando o indicador GCaMP3 
foi realizada em lamínula com eritrócitos infectados enriquecidos em estágio trofozoíta.  Após cinco 
minutos de visualização do sinal do GCaMP3 foram adicionados 10 µM de cada composto, com 
intervalo de 10 minutos entre cada adição. Traços correspondentes a média de pelo menos 50 células 
que responderam ao tratamento. A – Experimento realizado com eritrócitos infectados; B – Experimento 
realizado com parasitas isolados. CPA foi adicionado para liberação de cálcio do retículo 
endoplasmático e ionomicina (Iono) para verificar a viabilidade celular. Experimentos realizados em 
duplicata. 

 Embora o papel do NO seja reportado na literatura como crucial para a 

bioatividade desta classe de moléculas, como observado para L. infantum, L. 

braziliensis, Leishmania pifanoi e T. cruzi (BOIANI et al., 2008; CASTRO et al.; 2009; 

DUTRA et al., 2014); e cepas cloroquina-resistentes de P. falciparum (GALLI et al., 

2005), neste trabalho não foi observada sua relação com a mobilidade de cálcio para 

4m.  

Outro fato importante observado logo após a adição de 4m refere-se ao 

surgimento de uma inflexão do sinal captado, seguido de incremento da fluorescência, 

i.e., incremento de cálcio citosólico (Figura 8a). Considerando que este efeito não 

parece estar relacionado diretamente ao composto, já que é um pó branco e 

transparente quando ressuspendido em DMSO, foi investigado se este fenômeno 

poderia ser devido a uma rápida acidificação do citoplasma provocada por 4m. Para 

corroborar esta hipótese, comparamos estas análises ao efeito provocado pelo 

ionóforo carboxílico (k+/H+) nigericina, o qual  libera cálcio de compartimentos 
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acídicos, incluindo o vacúolo digestivo, devido acidificação do citoplasma por ele 

provocada (GARCIA et al., 1998) (Figura 11). 

Figura 11. Traços representativos da liberação de cálcio intracelular após adição 

de nigericina. 

 

A visualização instantânea da liberação de cálcio em P. falciparum expressando o indicador GCaMP3 
foi realizada em lamínula com eritrócitos infectados enriquecidos em estágio trofozoíta. Após cinco 
minutos de visualização do sinal do GCaMP3 foram adicionados 10 µM de cada composto, com 
intervalo de 10 minutos entre cada adição, exceto Nig (2,5 µM). Traços correspondentes a média de 
pelo menos 50 células que responderam ao tratamento. A – Traço padrão para resposta ao CPA; B – 
Traço com adição de 4m após nigericina; C – Traço com adição de nigericina após 4m. CPA foi 
adicionado para liberação de cálcio do retículo endoplasmático e ionomicina (Iono) para verificar a 
viabilidade celular. Experimentos realizados em duplicata. 

 A resposta a nigericina foi observada pela inflexão acentuada do sinal de 

fluorescência captado, correspondente ao aumento da acidez do pH citosólico, 

seguido de incremento de cálcio proveniente de compartimentos acídicos, como 

descrito por Borges-Pereira e colaboradores (BORGES-PEREIRA et al., 2020) (Figura 

11A). Na Figura 11B é possível observar que 4m mantém sua resposta para o cálcio 

intracelular quando adicionado após nigericina, entretanto, quando adicionado antes 

(Figura 11C) nota-se uma resposta mais rápida deste ionóforo, com pouca inflexão de 

fluorescência após adicionado, o que pode indicar que ocorreu acidificação prévia do 

citosol. 

As alterações observadas na homeostase do cálcio promovidas por 4m 

mostraram-se seletivas para o parasita, já que hepatócitos expressando GCaMP6f e 

tratados com 4m não apresentaram variações na fluorescência (Figura 12).  Este dado 

é importante e aliado aos valores de seletividade quando avaliados em macrófagos 
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murinos descrito anteriormente (CC50 > 500, SI = 78), indica a baixa citotoxicidade 

desta molécula (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021). 

Figura 12. Traços representativos da liberação de cálcio intracelular em 

hepatócitos murinos. 

 

A visualização da liberação do cálcio em células de hepatócitos murinos expressando o indicador 
GCaMP6, em lamínula, contendo as células fixadas overnight. Após três minutos de visualização do 
sinal de GCaMP6 foram adicionados 10 µM de cada composto, com intervalo de 10 minutos entre cada 
adição. A – 4m (10 µM) foi adicionado sem nenhum efeito observado. B – DMSO foi utilizado como 
controle negativo. CPA foi adicionado para liberação de cálcio do retículo endoplasmático e ionomicina 
(Iono) para verificar a viabilidade celular. Experimentos realizados em duplicata. 

Foi observado que o mecanismo de ação de 4m pode estar relacionado à 

acidificação do citosol do parasita, causando liberação de cálcio do retículo 

endoplasmático em um primeiro momento. Em P. falciparum a acidificação do 

citoplasma pode ocorrer devido a inibição de bombas H+-ATPases, enzimas presentes 

na membrana do vacúolo digestivo e membrana plasmática do parasita, que utilizam 

energia derivada da hidrólise de ATP para bombear íons H+ a partir do citosol celular, 

regulando o pH desta organela, e consequentemente do citoplasma (SALIBA; KIRKI, 

1999).  

No entanto, quando estas enzimas são inibidas ocorre aumento do pH 

citosólico, porém, sem correlação com desbalanço de cálcio (SALIBA; KIRKI, 1999; 

VAN SCHALKWYK et al., 2010). Desta forma, novos estudos deverão ser realizados 

para identificar o alvo de 4m em P. falciparum para verificar se realmente está 

ocorrendo a acidificação do citosol e por qual via. Além disso, é necessário investigar 
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também se o composto está sendo hidrolisado, como este fenômeno pode estar 

contribuindo na atividade antiparasitária observada e no desbalanço do cálcio. 

Finalmente é importante apontar o potencial de 4m como um protótipo para o 

desenvolvimento de novos agentes antimaláricos, sendo necessário avançar neste 

estudo para melhor contribuir no entendimento dos mecanismos de ação envolvidos, 

permitindo a modificação racional desta molécula para obtenção de um hit seletivo e 

seguro para tratamento da malária. 

4 DISCUSSÃO  

 A proposta geral deste trabalho foi a realização de modificações estruturais no 

composto Lapdesf14e afim de melhorar, principalmente, a solubilidade observada 

para deste composto uma vez que o mesmo já apresenta excelente atividade 

leishmanicida in vitro e in vivo descrita por nosso grupo de pesquisa (DUTRA et al., 

2014; DE ALMEIDA et al., 2017). Portanto, foram realizadas substituições específicas 

junto ao grupamento N-óxido: Foi retirando o grupamento sulfidrila, originalmente 

ligado ao N-óxido em Lapdesf14e, e adicionados outros grupamentos químicos, 

originando os compostos fenil-, amida- e benzofuroxanos. Em todas as novas 

moléculas geradas, foi mantida a N-acil-hidrazona, associada a diferentes grupos 

químicos como substituições amina e tert-butil. Estas modificações resultaram em 

solubilidades distintas para estes compostos.  

 Conforme observado no capítulo 1 desta Tese, as moléculas geradas 

apresentaram potente atividade leishmanicida contra formas amastigotas de L. 

infantum e baixa citotoxicidade para macrófagos murinos, como também inibiram a 

enzima CPB2.8, expressa neste trabalho, importante enzima responsável pela 

modulação do sistema imune em Leishmania (CAMERON et al., 2004). 

Os melhores compostos identificados foram os amida- e fenil-furoxanos, 

indicando que as alterações realizadas que geraram estas moléculas mantiveram a 

atividade observada em seu precursor, originando moléculas ainda mais promissoras. 

Estes compostos apresentaram melhor atividade leishmanicida, comparada aos 

benzofuroxanos e hidrazonas aqui estudados. Este fato pode estar associado a 

capacidade destes compostos liberarem N-óxido, que pode atuar como molécula 
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efetora na eliminação do parasita, causando S-nitrosilação de proteínas como a CPB 

(BOIANI, et al., 2008). 

Como principal contribuição do capítulo 1, podemos destacar a identificação da 

molécula 4f, que após análise in sílico de parâmetros farmacocinéticos, mostrou 

grande potencial terapêutico por via oral. Após ensaio in vivo realizado com esta 

molécula, em camundongos infectados com L. infantum, durante cinco dias, 2x ao dia,  

tratados via oral, verificou-se a redução de ~90% da carga parasitária no fígado e 

baço, similar ao tratamento realizado com o fármaco de referência miltefosina e com 

maior eficácia que seu precursor Lapdesf14e (DE ALMEIDA et al., 2007). Associado 

a esta robusta redução da carga parasitária, 4f mostrou-se seguro, não apresentando 

alterações nos marcadores bioquímicos de função hepática e renal, indicando sua 

segurança. 

Com isto atingimos nosso principal objetivo relacionado às modificações 

estruturais do protótipo Lapdesf14e, gerando a molécula 4f que apresenta enorme 

potencial para continuação dos estudos no sentido de evoluir para uma alternativa 

terapêutica de curto período de tratamento por via oral, para a leishmaniose visceral. 

 Como uma contribuição para o entendimento da bioatividade dos compostos 

aqui desenvolvidos, estendemos nossos estudos dentro do programa CAPES-PrInt 

UNESP, para outra importante doença, que atinge o mesmo perfil populacional das 

leishmanioses. Os compostos foram testados para malária causada por Plasmodium 

falciparum durante estágio sanduíche de 6 meses na Escola de Medicina da Rutgers 

Univesity, Newark-Nova Jersey, EUA. 

 Assim como observado para Leishmania, os furoxanos apresentaram melhor 

atividade que os benzofuroxanos, quanto à sua capacidade em inibir in vitro o 

crescimento de P. falciparum, sendo 4m o composto mais promissor. Como parte dos 

estudos de mecanismo de ação deste composto, observou-se que, embora possua a 

N-acil-hidrazona em sua estrutura não foi possível observar dentro dos experimentos 

realizados a inibição das falcipaínas (cisteíno proteases de Plasmodium).  

 Foram utilizados experimentos indiretos para verificar a atividade de 4m frente 

as falcipaínas de P. falciparum, como a alteração do vacúolo parasitóforo ou a 

acumulação de hemoglobina não degradada em parasitas tratados com o composto. 

Entretanto, experimentos adicionais como testes enzimáticos diretos nas falcipaínas 
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recombinantes FP-2 e FP-3 estão sendo realizados afim de verificar de forma direta 

esse possível efeito de 4m.  

 Uma vez que o aldeído precursor de Lapdesf14e, o composto 13b, apresentou 

potencial em causar alterações na homeostase de cálcio intracelular em Leishmania 

(DE ALMEIDA, 2017), verificou-se este potencial dos compostos ativos em P. 

falciparum. Dentre os compostos que inibiram o crescimento do parasita, apenas 4m 

apresentou alteração no cálcio intracelular. Foi observado que o composto causa 

mobilização do cálcio intracelular do retículo endoplasmático, sem associação com o 

fato de ser doador de óxido nítrico, que poderia influenciar neste fenômeno (RADI et 

al., 2002; MORENO; DOCAMPO, 2003).  

 Observou-se também que 4m pode estar causando acidificação do citoplasma 

em P. falciparum, ao verificar uma resposta acelerada do ionóforo nigericina quando 

adicionado após 4m nos ensaios de homeostase do cálcio. Este composto possui 

apenas um grupamento amida ligado ao N-óxido que o difere dos outros furoxanos 

que apresentaram atividade contra P. falciparum, mas não foram capazes de causar 

alterações na homeostase do cálcio intracelular. Estudos adicionais precisam ser 

realizados para verificar a participação deste grupo amida na resposta para o cálcio 

intracelular, assim como se há outros mecanismos acontecendo que estão levando a 

este fenômeno. 

 Adicionalmente, foi verificada que esta alteração na homeostase do cálcio 

intracelular é específica para o parasita, uma vez que hepatócitos murinos tratados 

com 4m não apresentaram tal fenômeno. Estes dados mostram o enorme potencial 

destes compostos em especial 4m, para o desenvolvimento de fármacos anti-

maláricos e, assim como observado para Leishmania, seletivos para P. falciparum. 

5 CONCLUSÃO 

 Este trabalho mostra o potencial promissor dos novos derivados furoxanos para 

as doenças parasitárias leishmanioses e malária. Durante o seu desenvolvimento, 

também contribuiu para a identificação de novos agentes anti-leishmaniais de origem 

natural ou sintética, produzindo nove artigos científicos publicados e uma patente.  

Para a leishmaniose visceral, todas as moléculas apresentaram baixa citotoxicidade 

(SI < 10), sendo os derivados furoxanos os mais potentes contra formas amastigotas 
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de L. infantum, sendo o EC50 <10 µM, exceto para 4i, 4j, 4n e 4o, e para os 

benzoforuxanos, apenas 4r apresentou estes critérios. Os furoxanos foram capazes 

de liberar N-óxido, o que pode ter contribuído na atividade leishmanicida observada. 

Isto foi observado após a utilização da enzima recombinante LmCPB2.8∆CTE 

expressa em P. pastoris e verificar que derivados como os benzofuroxanos e 

hidrazonas inibem a CPB, entretanto possuem pouca ou nenhuma atividade para 

formas amastigotas de L. infantum. 

 A análise in silico do ADME das melhores moléculas indicou que 4f apresenta 

as melhores características para testes in vivo por administração oral, característica 

muito desejada para novos agentes leishmanicidas, principalmente considerando que 

todos os fármacos, exceto miltefosina, são administrados por longos períodos de 

tempo (~30 dias) e por via parenteral, o que requer hospitalização do paciente, 

comprometendo a adesão deste ao tratamento. A molécula 4f mostrou ser eficaz em 

um curso de tratamento muito curto (cinco dias, 2x ao dia), com a maior dose (7.7 

mg/kg/dia correspondente a dose da miltefosina) e quando administrado por via oral, 

reduzindo em ~90% a carga parasitária no fígado e baço de camundongos infectados 

com L. infantum em um modelo agudo da infecção. A análise dos marcadores 

bioquímicos através do plasma sanguíneo indicou que o composto não apresenta 

toxicidade para o fígado ou rim, já que não causou alterações nos marcadores 

avaliados. 

 Adicionalmente, no âmbito do programa CAPES-PrInt, estendemos nossos 

estudos, investigando o potencial antimalárico destes compostos para futura aplicação 

no tratamento da malária.  Três furoxanos apresentaram boa potência quando 

investigados em culturas sincronizadas de P. falciparum., sendo 4m (EC50 2.8 µM) o 

melhor composto. Diferentemente do que era esperado, estudos de mecanismo de 

ação sugerem que 4m não é inibidor de facipaínas (cisteíno proteases) de P. 

falciparum, apesar destas proteases pertencerem à classe das papaínas, assim como 

cisteíno protease de L. mexicana (IC50 = 6 µM), uma vez que ensaios indiretos de 

avaliação desta inibição baseado em estudos de microscopia,  não detectaram 

alterações morfológicas do vacúolo digestivo do parasita, bem como não foi possível 

observar acúmulo de hemoglobina não degradada após o tratamento com o 

composto, sugestivos de inibição das proteases. 
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 Contudo, verificou-se que 4m é capaz de causar a liberação de cálcio 

intracelular, possuindo como alvo o retículo endoplasmático, com efeito seletivo para 

o parasita, uma vez que hepatócitos tratados com o composto não apresentaram tal 

efeito. Essa liberação de cálcio deve estar ocorrendo após acidificação do citoplasma, 

em decorrência das propriedades físico-químicas da molécula relacionadas à 

presença de um grupo amida ligado ao N-óxido associada à liberação de NO, 

promovendo em conjunto efeitos deletérios para a viabilidade do parasita. 
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