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RESUMO 

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças causadas por parasitas do gênero 

Leishmania e acometem milhares de pessoas no mundo anualmente. Até o momento, há 

poucos fármacos disponíveis para o tratamento destas doenças, além de  apresentarem 

elevada toxicidade, efeitos colaterais graves e baixa eficácia, o que torna urgente a busca 

por novas opções terapêuticas. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo identificar 

compostos guanidínicos com atividade leishmanicida e potencial atividade inibitória da 

enzima cisteíno protease rCPB2.8, importante fator de virulência do parasita Leishmania. 

As moléculas foram avaliadas frente a Leishmania infantum e/ou Leishmania 

amazonensis, com destaque para os compostos G1, G2, G3, G7 e G30, os quais  

apresentaram potência frente à promastigotas de L. infantum, com destaque para G1, G6 

e G7, as quais também mostraram-se promissoras frente a amastigotas intracelulares 

(IC50AMA < 10 µM), além de serem pouco citotóxicas quando avaliadas em macrófagos 

murinos, indicando índice de seletividade > 10. Em busca de potenciais alvos moleculares 

para entendimento do mecanismo de ação, estes derivados guanidínicos foram avaliados 

quanto à sua capacidade de inibição da enzima recombinante rCPB2.8, uma protease 

importante para sobrevivência e virulência de Leishmania spp, sugerindo que G6 tenha 

esta protease como potencial alvo de ação, (IC50CPB = 6 µM) , com análise do gráfico duplo-

recíproco Lineweaver e Burk, indicando que esta molécula diminui a afinidade da enzima 

pelo substrato. Ensaios in vivo em modelo experimental Balb/c infectado com L. 

amazonensis, seguindo um protocolo de tratamento de administração intraperitoneal de 2 

mg/Kg/dia, durante 15 dias, mostram que G6 e G7 levaram a diminuição das lesões 

cutâneas dos animais, com redução  da carga parasitária de 79,4% e 66,5%, 

respectivamente, não indicando danos hepáticos e renais. Estes dados evidenciam o 

potencial desta classe de moléculas para as próximas etapas de desenvolvimento de 

fármacos antileishmaniais para o tratamento de leishmaniose cutânea e também para 

leishmaniose visceral. 

Palavras chave: Antileishmaniais guanidinicos; Cisteíno proteases; Leishmania infantum; 

Leishmania amazonensis; Balb/c.



 

 

 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a set of diseases caused by parasites of the genus Leishmania and affects 

thousands of people worldwide annually. To date, there are few drugs available for the 

treatment of these diseases, in addition to presenting high toxicity, severe side effects and 

low efficacy, which makes the search for new therapeutic options urgent. In this sense, this 

work aimed to identify guanidinic compounds with leishmanicidal activity and potential 

inhibitory activity of the cysteine protease enzyme rCPB2.8, an important virulence factor 

of the Leishmania parasite. The molecules were evaluated against Leishmania infantum 

and/or Leishmania amazonensis, with emphasis on compounds G1, G2, G3, G7 and G30, 

which showed potency against L. infantum promastigotes, especially G1, G6 and G7, which 

also showed promise against intracellular amastigotes (IC50AMA < 10 µM), in addition to 

being little cytotoxic when evaluated in murine macrophages, indicating a selectivity index 

> 10. In search of potential molecular targets to understand the mechanism of action, these 

guanidinium derivatives were evaluated for their ability to inhibit the recombinant enzyme 

rCPB2.8, an important protease for the survival and virulence of Leishmania spp, 

suggesting that G6 has this protease as a potential target of action (IC50CPB = 6 µM), with 

analysis of the Lineweaver and Burk double-reciprocal plot, indicating that this molecule 

decreases the enzyme's affinity for the substrate. In vivo assays in an experimental model 

Balb/c infected with L. amazonensis, following a treatment protocol of intraperitoneal 

administration of 2 mg/kg/day for 15 days, show that G6 and G7 led to a decrease in the 

skin lesions of the animals, with reduction in parasite load of 79.4% and 66.5%, 

respectively, not indicating liver or kidney damage. These data show the potential of this 

class of molecules for the next steps in the development of antileishmanial drugs for the 

treatment of cutaneous leishmaniasis and also for visceral leishmaniasis. 

Keywords: Guanidine antileishmanials; Cysteine proteases; Leishmania infantum; 

Leishmania amazonensis; Balb/c. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Leishmanioses 

 As leishmanioses são patologias infecto-parasitárias geradas por espécies de 

parasitas do gênero Leishmania transmitidas através do vetor flebotomíneo ao hospedeiro 

humano. São divididas principalmente como leishmaniose visceral e leishmaniose 

tegumentar, dentre outras manifestações que afetam as mucosas. Estas manifestações 

clínicas são distintas e variam entre úlceras na pele, mucosas ou acometimento das 

vísceras (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). 

 O parasita responsável por essas infecções pertence à família Trypanosomatidae, 

gênero Leishmania e possui duas formas diferentes tanto do ponto de vista morfológico 

quanto biológico: (1) promastigota, forma extracelular que se desenvolve no inseto vetor e 

(2) amastigota, forma intracelular do parasita, que se desenvolve no hospedeiro mamífero 

(ALVAR et al., 2012).  

 O ciclo de vida da Leishmania inicia-se através da picada de fêmeas de 

flebotomíneos do gênero Phlebotomus ou Lutzomyia, da família Psychodidae, que durante 

o repasto sanguíneo, regurgita formas promastigotas do parasita na derme do hospedeiro 

mamífero. O parasita quando em contato com células do sistema fagocítico mononuclear, 

principalmente macrófagos, subverte a resposta imunológica para escapar dos efeitos 

microbicidas destas células. Promastigotas diferenciam-se em amastigotas, 

estabelecendo a infecção (REY, 2008).  

 O ciclo irá se completar quando o vetor picar novamente outro hospedeiro 

contaminado, os macrófagos infectados presentes no sangue que o vetor ingeriu irão 

romper-se e liberar formas amastigotas de Leishmania no trato digestivo do inseto. A partir 

desse momento, os parasitas se diferenciam em vários estágios de desenvolvimento 

desde a forma procíclica (não infectiva) até a forma metacíclica (infectiva) de 

promastigotas à medida que se migram no intestino médio do inseto (REY, 2008) 

 Em relação aos aspectos epidemiológicos,  dados recentes da Organização 

Mundial da Saúde mostram que as leishmanioses afetam  98 países no mundo com mais 

de 2 milhões de novos casos estimados e 350 milhões de pessoas sob risco de serem 

afetadas. Essa parasitose apresenta uma maior prevalência e incidência em países da  
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África, Sudeste asiático e América Latina, mas também há registros no sul da Europa 

(WHO, 2020). 

Existem poucos medicamentos disponíveis para o tratamento das leishmanioses 

atualmente. Os mais recomendados são os antimoniais pentavalentes, anfotericina B (Anf 

B) e suas formulações lipídicas e  pentamidina (PAHO, 2018). Além de existirem poucas 

soluções terapêuticas, esses medicamentos apresentam, em geral, efeitos adversos como 

dores musculoesqueléticas, cefaléia, dispnéia, náuseas, vômitos, além de mostrarem 

toxicidade hepática e renal (PAHO, 2018). Outra limitação decorrente do uso desses 

medicamentos refere-se à administração por via parenteral, intravenosa ou intramuscular, 

o que diminui a adesão dos pacientes ao tratamento, com exceção da miltefosina 

administrada de forma oral (PAHO, 2018). De acordo com a nota informativa  nº 13/2020 

do Ministério da Saúde, a  recomendação de miltefosina foi autorizada recentemente para 

o tratamento de leishmaniose cutânea no Brasil, porém, esse fármaco é potencialmente 

teratogênico, o que restringe seu uso em gestantes (BRASIL, 2020). 

Diante das limitações apresentadas acima, torna-se imprescindível a busca por 

novas alternativas terapêuticas mais eficazes e seguras. Por esse motivo, o laboratório de 

Bioquímica e Biologia Molecular de Tripanossomatídeos da FCF-UNESP/Araraquara vem 

nos últimos anos identificando novas moléculas de origem natural ou sintética que 

apresentem boa eficácia e baixa toxicidade durante o estágio pré-clínico de 

desenvolvimento. Dentre as moléculas sintéticas já caracterizadas pelo grupo, 

destacamos os compostos contendo o grupamento N -óxido, como furoxanos e 

benzofuroxanos (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021; DE ALMEIDA, 2017; DUTRA et 

al., 2014) e ciclopaladados (VELÁSQUEZ et al., 2016, 2021, 2017), os quais foram 

também caracterizados quanto aos mecanismos de ação envolvidos, como a inibição de 

proteases, topoisomerases, alteração da homeostase do cálcio e da função mitocondrial, 

importantes para a sobrevivência do parasita (D’ANNESSA; CASTELLI; DESIDERI, 2015; 

DAS et al., 2013). 

Adicionalmente, compostos guanidínicos, (DO ESPÍRITO SANTO et al., 2019; 

ESPIRITO SANTO et al., 2014), também mostraram-se bastante promissores para o 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas para as leishmanioses. Em 2019, do 

Espírito Santo e colaboradores demonstraram a síntese, caracterização química e 

atividade antileishmanial de  derivados guanidínicos frente à espécie causadora da 

leishmaniose cutânea, Leishmania amazonensis, em ensaios in vitro, com destaque para 

a molécula  LQOFG2 (G2), a qual foi capaz de reduzir a carga parasitária de camundongos 

Balb/c infectados com L. amazonensis (DO ESPÍRITO SANTO et al., 2019).  

 As guanidinas são encontradas na natureza e estão presentes em microrganismos, 
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plantas, invertebrados marinhos e até mesmo em animais terrestres. Essas moléculas 

apresentam várias atividades biológicas (BERLINCK; ROMMINGER, 2016), incluindo 

atividades de dilatação cardiovascular (SHORT; DARBY, 1968), anti histamínicas (SATOH 

et al., 1985), antiparasitárias (ESPIRITO SANTO et al., 2014), leishmanicidas (SALEM; 

WERBOVETZ, 2006), com destaque para o potencial terapêutico frente à leishmaniose 

cutânea (DO ESPÍRITO SANTO et al., 2019). Adicionalmente, há produtos disponíveis no 

mercado farmacêutico contendo compostos guanidínicos com aplicações importantes 

como o polihexametileno biguanida, um biocida com amplo espectro e ação rápida, 

utilizado como agente antisséptico e que se mostra eficaz na diminuição da carga 

bacteriana em úlceras (BORGES et al., 2018; KATHURIA et al., 2021). Estudos mostram 

que derivados guanidínicos são potentes em ensaios realizados para investigação de suas 

propriedades anti - tripanosomatidas, sendo um potencial mecanismo de ação, a alteração 

do metabolismo bioenergético (MARTINS et al., 2016) ou inibição de cisteíno proteases 

(CPs) (CHEN et al., 2010; JONES et al., 2016; MCKERROW, 2018). 

As CPs são enzimas hidrolíticas, portanto possuem a capacidade de reconhecer de 

forma específica as regiões de certas moléculas, clivando-as na presença de água. Elas 

também realizam a clivagem de ligações peptídicas dos aminoácidos dentro da proteína, 

o que as caracterizam como endopeptidases. Estão envolvidas em diversos processos 

patogênicos de doenças parasitárias como a leishmaniose, malária e doença de Chagas 

(MCKERROW, 2018; VIEIRA; SANTOS; FERREIRA, 2017) 

CPs estão presentes na maioria dos organismos, incluindo plantas, mamíferos, 

bactérias, vírus e parasitas. Trypanosoma sp. e Leishmania spp. possuem diferentes CPs 

(MOTTRAM; BROOKS; COOMBS, 1998),  sendo a maioria pertencentes ao clã CA, o qual 

compreende enzimas similares à papaína, mas que também inclui as CPs de mamíferos 

como as catepsinas B, C, K, L e S. Dentre as CPs de protozoários pertencentes a este clã, 

temos a cruzaína de Trypanosoma cruzi, assim como CPA e CPB de Leishmania e 

falcipaínas (FP1, 2 e 3) de Plasmodium falciparum (MOTTRAM et al., 2003). A CPA é 

codificada por genes em cópia única e foi descrita em Leishmania major, Leishmania 

mexicana e Leishmania infantum, enquanto CPB, por genes de cópias múltiplas 

organizados em tandem. Adicionalmente, as CPBs apresentam uma extensão C-terminal 

não usual de 100 aminoácidos, que é frequentemente glicosilada, e que pode distingui-la 

da demais CPs na superfamília da papaína (MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004; 

REBELLO et al., 2009). 

A CPB, objeto de estudo deste projeto, é um fator de virulência do parasita e 

contribui para a permanência da Leishmania no interior dos macrófagos, subvertendo os 

processos microbicidas dos macrófagos (DE ALMEIDA, 2017). As CPBs facilitam a 



 

15 
 

diferenciação do parasita de formas promastigotas para amastigotas com o objetivo de 

empregar diferentes estratégias para escapar dos efeitos microbicidas do hospedeiro, 

modulando também as respostas imunes do mesmo, através da indução de células T 

helper 2 (Th2) e inibição das respostas de células T helper 1 (Th1). Em um mecanismo de 

ativação convencional, os macrófagos respondem às citocinas Th1, as quais auxiliam na 

eliminação do parasita, em contrapartida, os macrófagos, quando ativados por citocinas 

Th2, contribuem para a sobrevivência da Leishmania no interior das células do hospedeiro. 

Dentro deste contexto, CPB degrada fatores de transcrição importantes, interferindo 

negativamente na transcrição de citocinas importantes, tais como IL-12 e TNF-alfa, 

importantes para manutenção da atividade anti-inflamatória dos macrófagos (CAMERON 

et al., 2004; MOTTRAM; BROOKS; COOMBS, 1998). Uma das CPBs que foram 

estudadas anteriormente como alvo de ação de compostos leishmanicidas e a forma 

recombinante da CPB, LmCPB2.8ΔCTE (rCPB2.8) de L. mexicana expressa em bactérias 

(DE LUCA et al., 2018). Estudos indicam que moléculas que mostraram-se capazes de 

inibir essa protease em ensaios in vitro, apresentaram redução da carga parasitária de 

Leishmania infantum, como também diminuíram lesões em camundongos BALB/c quando 

testadas in vivo (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021). 

 Vale ressaltar que moléculas guanidínicas também vêm sendo estudadas quanto à 

atividade inibitória de outras CPs, como, por exemplo, o derivado guanidínico K11777 que 

é capaz de inibir a cruzaína, a principal CP do protozoário Trypanosoma cruzi, agente 

causador da doença de Chagas, também pertencente à família Trypanosomatidae. E esse 

composto avançou em ensaios clínicos para doença de Chagas, porém, devido a questões 

de segurança, não prosseguiu ao longo da  fase clínica de desenvolvimento, sendo 

interrompida no estágio pré clínico. Por esse motivo alguns análogos da molécula K11777 

foram caracterizados e avaliados quanto à inibição de cruzaína. Nesse aspecto, a 

molécula oxi guanidínica WRR483 mostrou ser inibitória à cruzaína e potente contra T. 

cruzi em ensaios in vitro e in vivo (CHEN et al., 2010; JONES et al., 2016; MCKERROW, 

2018).  

As catepsinas são proteases humanas análogas à CPB, influenciam também na 

modulação da resposta imune frente à patógenos. Presentes na maioria das células de 

mamíferos, incluindo as células apresentadoras de antígenos, atuam ativamente na 

degradação de proteínas exógenas e endógenas no lisossomo. Em um estudo anterior, 

foi descoberto que as catepsinas humana B e L, funcionam como proteases participadoras 

no processamento de antígeno. Foi observado que camundongos infectados com L. major 

quando tratados com um inibidor de catepsinas B e L mostraram um aumento no 

desenvolvimento de respostas Th2, a qual promove  estabelecimento e proliferação da 
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doença. Esse resultado indica uma semelhança da ação dessas catepsinas à outras 

proteases moduladoras de resposta imune, como por exemplo a CPB que atua na ativação 

de MHC II para uma resposta do tipo Th2 promovendo a sobrevivência da Leishmania, 

enquanto a catepsina L ativa MHC II de forma contrária à CPB, resultando na resposta 

Th1 que elimina o parasito (ONISHI et al., 2004). Sendo assim, o estudo da caracterização 

de moléculas que inibem seletivamente CPB sem interferir na ação de catepsinas 

humanas, é uma forma elegante de identificar compostos para desenvolvimento de novas 

drogas terapêuticas para tratamento de leishmaniose. 

 Diante destes resultados promissores obtidos pelo nosso grupo em 2019 (DO 

ESPÍRITO SANTO et al., 2019), um dos objetivos deste trabalho é dar continuidade à 

pesquisa desse grupo de moléculas, estendendo sua caracterização biológica frente à 

espécie L. Infantum, causadora da leishmaniose visceral, além de avaliar o potencial 

destas moléculas em inibir a enzima cisteíno protease (CPB) de L. mexicana, 

recentemente expressa em Pichia pastoris e purificada pelo nosso grupo de pesquisa (DA 

COSTA CLEMENTINO et al., 2021). Adicionalmente, novos ensaios in vivo foram 

realizados para ampliar o portfólio de guanidinas capazes de diminuir a carga parasitária 

de camundongos infectados com L. amazonensis. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

Este trabalho tem como objetivo geral a identificação e caracterização das 

propriedades leishmanicidas de 16 derivados guanidínicos em estudos in vitro frente 

aos parasitas L. infantum e L. amazonensis, avaliação do potencial inibitório destas 

moléculas contra rCPB2.8 e estudos de eficácia in vivo dos derivados G6 e G7 

utilizando o modelo experimental Balb/c infectado com L. amazonensis. 

 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1 Avaliação da atividade leishmanicida in vitro 

1. Determinação da atividade anti-promastigota (IC50PRO) e anti-amastigota (IC50AMA) 

frente às espécies L. amazonensis e L. infantum; 

2. Determinação da atividade citotóxica (CC50) em macrófagos murinos e do Índice 

de Seletividade (IS= CC50/ IC50); 

2.2.2 Estudos de mecanismo de ação 

1. Avaliação do potencial inibitório de moléculas guanidínicas frente à enzima 

rCPB2.8 e determinação do mecanismo de inibição; 
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2.2.3 Avaliação da eficácia in vivo das moléculas G6 e G7 para o tratamento da 

leishmaniose cutânea. 

1. Infecção de camundongos com L. amazonensis 

2. Administração das guanidinas leishmanicidas G6 e G7; 

3. Determinação da carga parasitária; 

4.  Avaliação de marcadores bioquímicos de função renal e hepática. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Cultivo de parasitas e células de mamíferos 

Formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269) foram 

cultivadas em meio LIT adicionado de 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solução de 

antibióticos estreptomicina (10 mg/ mL) e penicilina (10000 μM/ mL) em garrafas de 25 

cm2 (TPP®) à temperatura de 27 ºC.  As formas promastigotas de L. infantum 

(MHOM/MA67ITMAP263) foram cultivadas em meio schneider adicionado de 10% de soro 

fetal bovino (SFB), 1% antibióticos estreptomicina (10 mg /mL) e penicilina (10000 μM/mL) 

e 2% de hemina em garrafas de 25 cm2 (TPP®) à temperatura de 27 ºC, como previamente 

descrito em (DE ALMEIDA et al., 2017; VELÁSQUEZ et al., 2017). 

A curva de crescimento foi realizada ao longo de seis dias determinando-se a 

concentração de L. infantum e L. amazonensis usando câmara de neubauer. 

3.2 Compostos guanidínicos 

As guanidinas estudadas no presente trabalho foram planejadas, sintetizadas e 

caracterizadas pelas suas constantes físico-químicas (RMN (Ressonância Magnética 

Nuclear), EM (Espectrometria de Massas), FTIV (Espectroscopia na região do 

Infravermelho com Transformada de Fourier), CLAE (Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência) e Ponto de fusão) no Laboratório de Química Orgânica Fina (LQOF) liderado 

pelo Professor Dr. Eduardo Rene Perez Gonzalez na Unesp de Presidente Prudente. 

Os compostos guanidínicos disponibilizados para esse trabalho, são: LQOF G1 

(G1), LQOF G2 (G2), LQOF G3 (G3), LQOF G6 (G6), LQOF G7 (G7), LQOF G29 (G29), 

LQOF G30 (G30), LQOF G32 (G32), LQOF G33 (G33), LQOF G34 (G34), LQOF G35 

(G35), LQOF G36 (G36), LQOF G37(G37), LQOF T4 (T4), LQOF T5 (T5) e LQOF T6 (T6). 

As estruturas das moléculas G1 a G7 estão descritas em (DO ESPÍRITO SANTO et al., 

2019). As demais, devido ao ineditismo, não estão descritas neste trabalho para fins de 

proteção e posterior redação de solicitação de pedido de patente junto a Agência Unesp 

de Inovação. 

Os compostos: T4, T5 e T6 ‘não são guanidinas’. Estas moléculas correspondem a 
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produtos intermediários na síntese das guanidinas e pelo fato de serem prévios à obtenção 

do composto final da síntese, podem chamar-se de pro-guanidinas. 

3.3 Atividade anti-promastigota de compostos guanidínicos 

Foi realizado ensaio de viabilidade celular utilizando MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio) seguindo o protocolo descrito em (DE ALMEIDA 

et al., 2017; VELÁSQUEZ et al., 2017) com algumas alterações. A concentração de 

Leishmania em fase logarítmica foi ajustada para 1x107 promastigotas/ mL e incubadas 

em placas de 96 poços. Os compostos guanidínicos foram diluídos de forma seriada em 

concentrações de 100 μM a 1,6 μM (razão de 1:2) para determinação da concentração 

com atividade inibitória em 50% dos parasitas (IC50PRO). Em seguida a placa foi incubada 

em estufa BOD à temperatura de 27 ºC por 72 horas. 

Após incubação, foi adicionado 10 μL de uma solução de MTT 6 mM/PMS 0,7 mM, 

seguido por nova incubação por 75 minutos. Então foi adicionado  100 μL de etanol e 100 

μL de isopropanol:PBS (1:1) para solubilizar os cristais de formazana, e logo após foi 

realizada a leitura das absorbâncias em espectrofotômetro UV/Visível a 570 nm (Tecan®) 

(DE ALMEIDA, 2017). 

A porcentagem de parasitos mortos expressos em porcentagem de citotoxicidade 

(%C) foi calculada segundo a equação abaixo (MUELAS-SERRANO; NOGAL-RUIZ; 

GÓMEZ-BARRIO, 2000). 

 

 

 

Gc = Ac – Am 

 

Gc representa o número de parasitos/ mL nos poços controles sem a presença de 

substância; Ac o valor de absorbância nos poços controle de Leishmania (na ausência de 

substância); Am o valor da absorbância nos poços controle (na ausência de substância) 

sem parasito. 

 

Gp = Ap – Apm 
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Sendo que, Gp representa o número de parasitos/ mL detectados em diferentes 

concentrações de substâncias; Ap o valor da absorbância nos testes e Apm, o valor da 

absorbância das diferentes concentrações de substâncias na ausência do parasito. 

Ao final foi determinada por regressão não linear a concentração efetiva para 50% 

das formas promastigotas (IC50PRO) através do software BioEstat, e os dados foram 

expressos como média ± DP de triplicatas independentes. 

3.4 Avaliação da Citotoxicidade dos compostos guanidínicos em Macrófagos 

Peritoneais Murinos 

Para avaliar a citotoxicidade das moléculas guanidínicas frente a macrófagos de 

mamíferos, realizou-se a extração de macrófagos peritoneais de camundongos machos 

Swiss, com idade entre 4 a 6 semanas. Após a extração, foram distribuídos em placas de 

96 poços na razão de 5x105 células/poço em meio de cultura RPMI-1640 e depois 

mantidos por 6 horas em 37 °C e 5% de CO2. 

Após o período de adesão dos macrófagos, descartou-se o sobrenadante para 

realizar o tratamento e adicionou-se 97 µL de meio RPMI-1640 e 3 µL das moléculas a 

serem avaliadas, diluídas em diferentes concentrações iniciando de 300 µM a 2,34 µM. 

Deixando também poços somente com 100 µL de meio RPMI-1640 para controle de 

macrófagos sem tratamento. Feito o tratamento, as placas foram deixadas a 37 ºC e 5% 

CO2, como descrito acima, por 24 horas (VELÁSQUEZ et al., 2016). 

Após incubação, foi adicionado 10 μL de uma solução de MTT 6 mM/PMS 0,7 mM, 

seguido por nova incubação por 75 minutos. Então foi adicionado  100μL de etanol e 100μL 

de isopropanol:PBS (1:1) para solubilizar os cristais de formazana, e logo após foi 

realizada a leitura das absorbâncias em espectrofotômetro UV/Visível a 570 nm (Tecan®) 

(DE ALMEIDA et al., 2017). 

Para determinar a concentração citotóxica em 50% dos macrófagos (CC50), foi feito 

uma conversão da densidade óptica obtida em porcentagem de inibição, uma análise de 

regressão dos dados usando o software BioEstat e os dados foram expressos como média 

± DP de duas replicatas independentes. 
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3.5 Cálculo do Índice de seletividade (IS) 

Para determinar a segurança dos compostos, o IS foi calculado a partir da relação 

dos resultados obtidos dos ensaios de citotoxicidade de macrófagos peritoneais murinos 

(CC50) e dos ensaios anti Leishmania (IC50AMA e IC50PRO). 

 

CC50/IC50 

 

IS com valores acima de 10 sugerem que o composto pode ser considerado seguro 

para ser utilizado em outros testes (KATSUNO et al., 2015). 

3.6 Avaliação da atividade anti-amastigota de compostos guanidínicos 

Para avaliar a atividade anti-amastigota de compostos guanidínicos, seguiu-se a 

metodologia descrita por (CLEMENTINO et al., 2018; VELÁSQUEZ et al., 2016), com 

algumas modificações descritas a seguir. Foram extraídos macrófagos peritoneais 

murinos, os quais foram mantidos durante 24 horas em meio RPMI-1640 a 37 ºC e 5% de 

CO2, distribuídos em placas de 24 poços para aderência nas lamínulas presentes nos 

poços das placas. 

Após aderência essas células foram infectadas com promastigotas da espécie de 

Leishmania a ser testada na fase estacionária de crescimento, em razão de 5 parasitas 

para 1 macrófago (5:1) para L. amazonensis e incubadas por 18 horas a 37 ºC e 5% de 

CO2. e razão 10:1 para L. infantum, incubadas por 6 horas  a 37 ºC e 5% de CO2. O volume 

final dos poços era de 500 µL. 

Após o período de infecção, foi realizada uma lavagem com PBS para remoção dos 

parasitas não internalizados e tratados por 24 horas com compostos guanidínicos em 

várias concentrações em razão de 1:2 (20 µM a 0,62 µM). 

Em seguida, o sobrenadante foi removido e as lamínulas foram secas à temperatura 

ambiente. As células foram fixadas com metanol e coradas utilizando Giemsa (MERCK® 

) a 10% em tampão PBS por 8 minutos. 

A determinação do IC50AMA foi feita posteriormente por contagem sob microscopia 

óptica, contando o número de amastigotas internalizadas por 100 macrófagos, os valores 

obtidos das lâminas tratadas foram comparados com o controle correspondente às células 
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infectadas na ausência de  quaisquer tratamentos. Os ensaios foram realizados em 

triplicatas experimental e biológica. 

3.7 Atividade inibitória da enzima rCPB2.8 frente ao compostos guanidínicos  

O ensaio de inibição da enzima rCPB2.8 (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021), 

foi realizado em placas pretas de 96 poços contendo: 

 

● Tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,5 contendo 200 mM de NaCl e 

0.01% de Triton-X 100; 

● 2 nM da enzima rCPB2.8 

● 2 mM de ditiotreitol DTT 

● 5 μM de substrato Z-F-Arg-MCA (Calbiochem). 

● Os compostos em concentração de 20 μM. 

 

Em primeiro momento, foi realizado a leitura da fluorescência basal, ou seja, a 

atividade das substâncias sem a presença da enzima, como tampão, DTT e substrato. Nos 

poços são adicionadas essas três substâncias: 196 μL de tampão, 2 μL de DTT e 2 μL de 

substrato e realizou-se a leitura das absorbâncias em espectrofotômetro UV/Visível 

(Tecan®) a 30 ºC por 2 minutos para registrar a fluorescência emitida em cada um dos 

poços. 

Depois, foram preparados novos poços para testar a atividade da enzima sem a 

presença do composto em análise, contendo: 198 μL de um mix contendo tampão, DTT e 

enzima nas mesmas concentrações de trabalho e feito uma leitura no Tecan® nas mesmas 

condições descritas acima. Após essa leitura, adicionou-se 2 μL do substrato e realizou-

se uma nova leitura dos mesmos poços, para registrar a fluorescência. 

Finalmente, foi preparado os poços para o teste de inibição da enzima pelos 

compostos guanidínicos, contendo: 196 μL de do MIX (Tampão, DTT e Enzima), após 

adicionar o MIX é feito a primeira leitura no Tecan®. Depois foi adicionado a esses poços 

2 μL do derivado guanidínico nas concentrações 20 μM, 10 μM e 5 μM, foi feito uma 

segunda leitura e por fim, adicionou-se 2 μL do substrato e realizou-se a terceira e última 

leitura.  

Os resultados foram calculados e analisados quanto ao aumento ou diminuição da 

fluorescência, sendo considerado quanto menor a fluorescência do substrato, após adição 
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do composto, maior a inibição da enzima. 

Ao final, foi feito uma comparação dos valores de fluorescência obtidos nos poços 

do teste de atividade da enzima sem inibidor em relação aos valores dos poços que foram 

adicionados os compostos guanidínicos, sendo descontados o valor da fluorescência 

basal nas duas situações. Os valores foram analisados via regressão não linear à 

concentração efetiva para 50% de inibição da rCPB2.8 (IC50-CPB) através do software 

BioEstat, e os dados foram expressos como média ± DP de duas replicatas independentes. 

3.8 Avaliação do mecanismo de inibição da enzima rCPB2.8 pelos compostos 

guanidinicos 

Os ensaios de cinética enzimática de CPB foram realizados conforme descrito 

anteriormente (RIBEIRO, 2018) com algumas modificações: 

● Tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,5 contendo 200 mM de NaCl e 

0.01% de Triton-X100; 

● 7 nM de rCPB2.8; 

● 2 mM de DTT; 

● Substrato em diversas concentrações; 

● Diferentes concentrações do Inibidor. 

 

De forma detalhada, cada ensaio foi feito com os seguintes passos: 

Uma alíquota de estoque de enzima foi rapidamente descongelada a 37 °C e 

mantida em gelo até a ativação, foi incubada por 5 minutos no tampão de ensaio (acetato 

100 mM pH 5,5 e 2 nM DTT) e distribuída em placas pretas de 96 poços em duplicata. 

Após esse momento, foi adicionado o inibidor em concentração fixa incubado por 5 

minutos e por fim, foi feita a adição de diferentes concentrações do substrato nos poços. 

A velocidade da reação foi monitorada usando um leitor de microplacas Infinite 200 

PRO (Tecan®) através da emissão de fluorescência em 460 nm (excitação em 380 nm) 

devido à hidrólise do substrato quando adicionado à solução sem a presença do inibidor e 

com o inibidor em concentração fixa.  

Foi possível calcular as velocidades iniciais da hidrólise do substrato  através do 

software Graphpad Prism com base no coeficiente de regressão linear do ajuste de dados 

da Unidade de Fluorescência Relativa (mRFU) em função do tempo (min). Também foi 

realizada medição de controle na ausência de inibidor (Km) para cada placa. 
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E por fim, os dados foram expressos através do gráfico duplo recíproco obtido através do 

software Graphpad Prism, analisando também os valores de Km e Vmáx para determinar 

o tipo de inibição que ocorreu. 

3.9 Avaliação da eficácia in vivo e segurança em modelo experimental de 

leishmaniose cutânea em camundongos BALB/c infectados com L. 

amazonensis tratados com compostos guanidínicos G6 e G7 

Para avaliar a eficácia dos compostos guanidínicos  G6 e G7, fêmeas de 

camundongos BALB/c, com 5 semanas de idade foram infectadas subcutaneamente com 

1x107 promastigotas de L. amazonensis na fase estacionária na orelha direita e seguiu-se 

o protocolo descrito em VELÁSQUEZ et al., 2017. 

Os camundongos foram separados em cinco grupos de cinco animais cada: G1 

para o grupo de animais infectados e tratados com veículo (Tampão PBS + 1% de DMSO), 

G2 o grupo de infectados e tratados com Anf B, G3 grupo de animais infectados e tratados 

com o composto G6, G4 grupo dos infectados e tratados com composto G7 e G5 grupo 

de animais saudáveis, ou seja, não infectados.  

Como não houve formação de lesões 30 dias pós infecção, uma nova infecção foi 

realizada seguindo os mesmos procedimentos citados acima. Ao surgir as lesões com 

diâmetro de 5 a 7 mm segundo as medidas aferidas usando um paquímetro digital 

(Mitutoyo), deu-se início ao tratamento, aproximadamente 60 dias pós-infecção. O 

tratamento ocorreu de forma intraperitoneal, usando doses diárias de 2 mg/kg por dia de 

Anf B, G6 e G7 por 15 dias.  

Para o cálculo das doses dos compostos, foi utilizado os valores de IC50 obtidos 

através de ensaio anti-amastigota (G6 = 17 μM e G7 = 7 μM), peso e volume de sangue 

do animal (1,5 mL) levando em consideração que o volume de sangue de um camundongo 

BALB/c se refere a 6% da massa corpórea e o peso médio dos animais foi de ± 25 mg. A 

partir desse cálculo, foi utilizado nos tratamentos doses de 2 mg/kg/dia, essa dose se 

refere à exatamente 10x IC50 da molécula G7 e aproximadamente 10x IC50 de G6. É 

importante ressaltar que a dose (2 mg/kg/dia) do fármaco utilizado como referência (Anf 

B) foi estabelecida em VELÁSQUEZ et al., 2017. 

A cada 3 dias, foi aferido as medidas de diâmetro e espessura das lesões usando 

o paquímetro digital (Mitutoyo) seguindo três parâmetros: diâmetro menor (d), diâmetro 

maior (D) e espessura das orelhas (com e sem lesão). O peso dos animais foi 
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acompanhado, assim como também foram tiradas fotos das lesões ao longo do 

tratamento. 

Ao final do tratamento, os camundongos foram eutanasiados em câmara de CO2, o 

sangue foi coletado por punção cardíaca para coleta do plasma para análises das 

alterações em biomarcadores de função hepática e renal. Foram obtidos “inprints” das 

lesões da seguinte forma: Lâminas previamente limpas foram colocadas sobre a superfície 

das lesões e deixadas em temperatura ambiente até secar e, em seguida, foram coradas 

usando Giemsa. 

 Para a determinação da carga parasitária foi realizada a contagem do número de 

amastigotas intracelulares nas células contidas nas lâminas usando microscopia óptica. O  

peso da lesão foi obtido, para cálculo do índice LDU (Número de amastigotas de 

Leishmania por 1000 células nucleadas x peso da lesão). 

 Os ensaios de toxicidade foram realizados em colaboração com a Profª. Dra. 

Amanda Martins Baviera do Laboratório de Bioquímica e Enzimologia Clínicas da FCFAr, 

UNESP. Os biomarcadores determinados foram: bilirrubina total, alanina e aspartato 

aminotransferases (ALT e AST, respectivamente), fosfatase alcalina (ALP), ureia e 

creatinina, realizados por sistema de identificação-espectrofotométrica em analisador 

bioquímico semi-automatizado, com utilização de Kits comerciais Labtest Diagnóstica S.A. 

 Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste de One-

way ANOVA e Two-way ANOVA no programa GraphPad Prism. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p ≤ 0,05. 

 

3.10 Comitê de Ética em Experimentação animal 

 

 Todos os experimentos realizados neste estudo que envolveram o uso de animais, 

foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da UNESP sob os seguintes protocolos: CEUA/FCF/CAr: 12/2021 

para os ensaios in vitro e CEUA nº: 32/2020 para o experimento in vivo. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Resultados da atividade leishmanicida e citotóxica de compostos guanidínicos 

frente a promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. infantum 

Para a descoberta de moléculas bioativas, a estratégia de screening fenotípico é 

utilizada auxiliando na identificação de moléculas que possuem características apropriadas 

como permeação de membranas e viabilidade celular. No entanto, esta abordagem não 

permite a identificação do (s) alvo (s) de ação, informação importante no processo de 

desenvolvimento racional de drogas para obtenção de moléculas líderes. Diante do 

exposto, neste trabalho, foram utilizados inicialmente critérios de screening fenotípico para 

pesquisar a atividade leishmanicida de moléculas guanidínicas, com base nos critérios 

descritos por KATSUNO et al., 2015, tendo como parâmetros as seguintes características 

para prosseguimento experimental:  

1. determinação da atividade anti-promastigota (IC50PRO); 

2. avaliação de atividade anti-amastigota (IC50AMA) das moléculas com IC50PRO < 10 µM. 

3. IS > 10  

Ainda, considerando que há relatos na literatura de compostos guanidínicos capazes 

de inibir proteases parasitárias (CHEN et al., 2010; JONES et al., 2016), decidiu-se 

preliminarmente investigar se os compostos em estudo neste trabalho também apresentam 

capacidade de inibir a enzima recombinante CPB de L. mexicana, a qual foi expressa em 

Pichia pastoris e purificada por Leandro da Costa Clementino, durante o desenvolvimento 

de projeto de doutorado (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021; DA COSTA 

CLEMENTINO, 2022)  

Para os ensaios de determinação da atividade anti-promastigota e anti-amastigota 

descritos a seguir, de acordo com a curva de crescimento de Leishmania, utilizou-se células 

nas fases logarítmica ou estacionária de crescimento, respectivamente. 
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Figura 1: Curva de crescimento de formas promastigotas de L. infantum durante 7 dias. Entre os dias 3 e 4 

as promastigotas atingiram a fase logarítmica e nos dias 5 e 6, a fase estacionária. 

 

 

 

Figura 2: Curva de crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis durante 8 dias. Nos dias 4 e 5 

as promastigotas atingiram a fase logarítmica e nos dias 5 e 6, a fase estacionária. 

 

 

Neste estudo, dezesseis moléculas foram avaliadas quanto à atividade 

leishmanicida, dentre elas cinco anteriormente investigadas quanto ao seu potencial anti L. 

amazonensis in vitro (G1, G2, G3, G6 e G7) (DO ESPÍRITO SANTO et al., 2019) e onze 

inéditas (G29, G30, G32, G33, G34, G35, G36, G37, T4, T5 e T6). As moléculas G1-G7 

tiveram análise estendida para incluir suas propriedades frente a L. infantum e as demais, 

atividade leishmanicida frente às duas espécies. 

Considerando os critérios aqui adotados baseados no artigo KATSUNO et al., 2015, 

apenas as moléculas que apresentaram potência < 10μM contra promastigotas de  L. 
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amazonensis e L. infantum e seletividade (IS > 10) foram selecionadas para os ensaios anti 

amastigota subsequentes. Sendo assim, os compostos  G1 (IC50PRO = 5 µM; IS = 160), G2 

(IC50PRO = 8 µM; IS= 92), G3 (IC50PRO = 10 µM; IS = 83), G7 (IC50PRO  = 6 µM; IS = 103) e 

G30 (IC50PRO = 8 µM; IS > 37), foram avaliados quanto à potência frente às formas 

amastigotas intracelulares de L. infantum. Nestas análises, destacam-se as moléculas G1 

(IC50AMA = 6 µM; IS = 133), G6 (IC50AMA = 7 µM; IS = 160) e G7 (IC50AMA = 6 µM; IS = 103) 

(Tabela 1), sendo que G2 e G7 também apresentam atividade leishmanicida frente a formas 

amastigotas de L. amazonensis, como previamente relatado (DO ESPÍRITO SANTO et al., 

2019) (Tabela 1). 

Quanto à citotoxicidade destas moléculas frente a macrófagos peritoneais, das 

moléculas testadas até então, G1 a G7 tiveram sua toxicidade determinada em DO 

ESPÍRITO SANTO et al., 2019, enquanto que para o restante de compostos (G29 a T6), a 

citotoxicidade é muito baixa e acima de 200 µM (Tabela 1).  
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Compostos 

Guanidínicos 

 

Atividade anti- 

L. infantum 

 

Atividade anti-  

L. amazonensis 

 

 

 

 

Atividade citotóxica 

em macrófagos 

murinos (CC50) µM 

 promastigota 

IC50PRO µM (IS) 

amastigota 

IC50AMA µM 

(IS) 

promastigota 

IC50PRO µM (IS) 

amastigota 

IC50AMA µM (IS) 

 

G1 5 ± 0,4 (160) 6 ± 0,5 (133) 11 ± 0,7 (70)**  22 ± 3,4 (36)** 802 ± 0,3** 

G2 8 ± 2,3 (92)  NA*** 19 ± 0,2 (38)** 6 ± 2,5 (132)** 738 ± 0,3** 

G3 10 ± 0,9 (83) 19 ± 1,3 (43) 20 ± 0,1 (42)** 41 ± 4,1(20)** 827 ± 1,6** 

G6 13 ± 0,5 (86) 7 ± 0,5 (160) 26 ± 1 (43)** 17 ± 2,1 (65)** 1119 ± 105,4** 

G7 6 ± 0,5 (103) 6 ± 0,4 (103) 16 ± 1 (39)** 7 ± 0,8 (87)** 619 ± 70,2** 

G29 24 ± 3,4 (>12) NA 38 ± 1,3 (>8) NA 300* 

G30 8 ± 0,1 (>37) 13 ± 1,4 (23) 29 ± 0,2 (>10) NA 300* 

G32 31 ± 1,5 (>10) NA 14 ± 1,2 (>21) NA 300* 

G33 31 ± 1,5 (>10) NA 61 ± 1,4 (>5) NA 300* 

G34 40 ± 9 (>7) NA 53 ± 0,2 (>6) NA 300* 

G35 20 ± 2,1 (>15) NA 56 ± 5,5 (>5) NA 300* 

G36 23 ± 1,2 (>13) NA 37 ± 6,5 (>8) NA 300* 

G37 15 ± 0,4 (>20) NA 15 ± 1,4 (>20) NA 300* 

T4 11 ± 0,6 (>27) NA 42 ± 0,6 (>7) NA 200* 

T5 88 ± 4 (>3) NA 56 ± 1,5 (>5) NA 200* 

T6 15 ± 1,2 (>20) NA 13 ± 0,6 (>23) NA 200* 

Anf B 2 ± 0,4 (11) 4  ±  0,14 (6) 3 ± 0,1 (8)**  5 ± 0,14 (5)** 23 ± 2,5** 

** Espírito Santo et al., 2019. 

* Maior concentração testada.  

*** Problemas na obtenção dos macrófagos peritoneais. 

NA: Não avaliado. 

IS: Índice de seletividade (CC50 / IC50). 

 

Tabela 1: Resultados da atividade leishmanicida de compostos guanidínicos em L. infantum e L. amazonensis 

de promastigotas (IC50PRO) e amastigotas (IC50AMA), atividade citotóxica de macrófagos murinos (CC50 ) e índice 

de seletividade (IS). Os valores estão apresentados, respectivamente, como média e ± desvio padrão. 
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4.2 Avaliação da capacidade inibitória dos compostos guanidínicos frente à 

protease rCPB2.8  

O parasita Leishmania, intracelular obrigatório, reside no fagolisossomo de células 

do sistema fagocítico mononuclear, especialmente macrófagos. Para evadir a resposta 

imune do hospedeiro, o parasita utiliza diferentes mecanismos incluindo a secreção de 

proteases como a CPB para modular a resposta Th1/Th2 do hospedeiro, favorecendo sua 

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

possibilidade de que inibidores de cisteíno proteases sejam utilizados como agentes 

antiparasitários vem sendo explorada (CHEN et al., 2010; DA COSTA CLEMENTINO et al., 

2021; JONES et al., 2016; MCKERROW et al., 1995; ROSA et al., 2022; SELZER et al., 

1997). Cisteíno proteases de parasitas e mamíferos apresentam diferentes rotas 

preferenciais de processamento e tráfego intracelular,  característica que pode ser utilizada 

para desenho de inibidores mais seletivos para os parasitas (MACH; MORT; GLOSSL, 

1994). 

Estudos mostram que derivados guanidínicos são capazes de inibir a atividade desta 

enzima, sendo, portanto, interessantes protótipos para o desenho de novas drogas 

antileishmaniais tendo como alvo de ação as cisteíno proteases (CHEN et al., 2010; JONES 

et al., 2016; MARTINS et al., 2016). Interessante destacar que um destes inibidores, o 

K11777, capaz de inibir a cruzipaína, uma cisteíno protease,  avançou para estudos de fase 

clínica para desenvolvimento de um agente terapêutico para tratamento da doença de 

Chagas, não prosseguindo, porém, para as próximas fases devido a questões de 

segurança (MCKERROW, 2018). Outras moléculas guanidínicas foram caracterizadas 

como análogos de K11777, como por exemplo o composto WRR-483 e também mostraram 

inibição da cruzipaína (CHEN et al., 2010; JONES et al., 2016). Dentro deste contexto, 

decidiu-se avaliar se as moléculas guanidínicas aqui estudadas apresentam potencial 

inibitório frente à enzima rCPB2.8 (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021; DE LUCA et al., 

2018). 

Assim, analisou-se o potencial das guanidinas inibirem a rCPB2.8. Inicialmente,  na 

concentração 20 µM, a molécula G6 foi capaz de inibir em 73% a atividade da enzima, 

enquanto as moléculas G32, G36 e T5 apresentaram atividade inibitória de 53, 34 e 9%, 

respectivamente. Análises posteriores revelaram que G6 apresenta um valor de IC50CPB de 

6 µM. Importante destacar que G6 em concentrações de 2 a 10 µM não inibe as catepsinas 

humanas L e B (comunicação pessoal, Eduardo R. P. Gonzalez).  
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4.3 Cinética enzimática de rCPB2.8 na presença de G6  

Avançando na investigação para entender o mecanismo de ação da molécula 

guanidínica G6 sobre rCPB2.8, foram realizados estudos preliminares de cinética 

enzimática e, assim, avaliou-se o tipo de interação do inibidor e enzima, além de verificar 

se a interação é irreversível, reversível competitiva ou incompetitiva ou inibição mista 

(LEHNINGER, 2014) 

 Após os ensaios onde, diante de concentrações fixas da enzima (rCPB2.8 7 nM) e 

do inibidor (G6 = 6 µM e 10 µM), variou-se a concentração do substrato Z-F-Arg-MCA. Os 

valores de fluorescência emitidos foram utilizados para determinar a velocidade da reação 

em função do tempo para cada concentração do substrato (Vo µM/min) através da equação 

de Michaelis – Menten (Km) e, assim, determinou-se via gráfico duplo recíproco de 

Lineweaver e Burk, os valores de Km e Vmáx (YOSHINO; MURAKAMI, 2009). 

A atividade da rCPB2.8 na presença de concentração aumentada de G6, apresentou 

valores de Km aumentados, o que sugere que o inibidor está diminuindo a afinidade da 

enzima pelo seu substrato (Tabela 2 e Figura 3). 

 

 Vmáx Km 

w/o 312,5 2,8 

w/6 µM 344,8 3,8 

w/10 µM 476 6,6 

 

 

Tabela 2: Valores de Vmáx e Km obtidos através do ensaio de cinética enzimática de rCPB2.8 na ausência 

(w/o) ou presença do inibidor G6 em 6 e 10 µM (w/6 µM ou w/10 µM)  com concentrações diversas do substrato 

Z-F-Arg-MCA. 
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Fonte: Autor 

 

Figura 3: Gráfico duplo recíproco de Lineweaver e Burk mostrando a relação entre o recíproco da atividade 

da enzima (1/V0) e o recíproco da concentração do substrato (1/[S]). A interceptação do gráfico com a 

abscissa dá o recíproco da constante de Michaelis-Menten (l/Km) na ausência (w/o) e na presença de 6 ou 

10 µM (w/6 µM ou w/10 µM) de G6.  

 

 

Embora algumas moléculas não tenham apresentado atividade anti - promastigota 

interessante, ainda assim, é importante destacar que estas deverão ser testadas quanto a 

potencial atividade anti - amastigota, pois eventualmente essas moléculas podem ter como 

alvo de ação proteínas que são importantes para a sobrevivência da forma amastigota no 

macrófago, mesmo não tendo relevância biológica para promastigota, como é o caso da 

enzima rCPB2.8 (DAS et al., 2013). Verifica-se que a molécula G32 (L. infantum IC50PRO = 

31µM; L. amazonensis IC50PRO = 14µM) também é capaz de inibir atividade de 

promastigotas, embora muito fracamente, podendo ser modificada para melhorar potência 

e ação inibitória frente à protease. 
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4.4 Avaliação da eficácia do tratamento de leishmaniose cutânea em camundongos 

BALB/c infectados com L. amazonensis utilizando as moléculas guanidínicas 

G6 e G7. 

Durante o desenvolvimento deste projeto, decidiu-se estender os estudos de 

potencial terapêutico frente a leishmaniose cutânea anteriormente realizados (DO 

ESPÍRITO SANTO et al., 2019), investigando-se a eficácia do inibidor de rCPB2.8,  G6 

(IC50AMA = 17,2 µM, IS= 65), na diminuição da carga parasitária do modelo experimental 

Balb/c infectado com L. amazonensis, incluindo ainda neste estudo a molécula G7 (IC50AMA 

= 7,1 µM; IS = 87), a qual também apresenta boa potência, seletividade e mecanismo de 

ação não relacionado à inibição de rCPB2.8. É importante ressaltar que, embora não 

abordado neste trabalho, estudos de eficácia destes compostos utilizando o modelo murino 

para leishmaniose visceral deverão ser realizados, visto a potência e a seletividade destes 

frente a L. infantum (Tabela 1).  

Camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, oito semanas após a 

infecção, quando surgiram lesões no local da inoculação dos parasitas, foram tratados via 

intraperitoneal ao longo de  15 dias, uma vez ao dia. Para isso, a progressão das lesões 

nas orelhas dos animais infectados foi acompanhada pela medida do tamanho do diâmetro 

das lesões (d*D; d = diâmetro menor e D = diâmetro maior), espessura, volume das lesões 

e peso dos animais ao longo de todo o tratamento, a cada três dias. 

Após o tratamento foi possível observar boa evolução no aspecto das lesões dos 

grupos tratados com G6 e G7 quando comparados ao grupo tratado apenas com o veículo 

(Figura 4), não havendo, entretanto, desaparecimento total das lesões, o que pode estar 

associado à importante susceptibilidade dos camundongos BALB/c frente à infecção por 

Leishmania, sendo difícil a cura dessa linhagem, mesmo após o tratamento com o fármaco 

de referência (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). 
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Grupos Dia 1 Dia 7 Dia 15 

 

Grupo 1 

 

Infectados e 

tratados com 

PBS + 1% 

DMSO 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo 2 

 

Infectados e 

tratados com 

Anf B. 2 

mg/kg/dia  

 

 

 

 

 

 

 

Grupo 3 

 

Infectados e 

tratados com 

molécula G6 

2 mg/kg/dia 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo 4 

 

Infectados e 

tratados com a 

molécula G7 

2 mg/kg/dia 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 

 

Figura 4: Fotos representativas do desenvolvimento da lesão na orelha direita de camundongos BALB/c 

infectados com L. amazonensis nos dias 1, 7 e 15 de tratamento por via intraperitoneal com PBS, Anf B e 

guanidinas G6 e G7.  

 

Após o final do tratamento, verificou-se que G6 e G7 foram capazes de reduzir as 

lesões quanto ao diâmetro, espessura e volume em relação ao grupo dos animais tratados 

com o veículo PBS (Figuras 5, 6 e 7). 
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Fonte: Autor 

 

Figura 5: Diâmetro das lesões nas orelhas dos animais tratados com PBS, Anf B e guanidinas  G6 e G7. O 

tratamento diário (1x ao dia) iniciou no 60º dia pós-infecção. O desenvolvimento das lesões foi monitorado 

três vezes por semana. Os valores correspondem às médias do diâmetro (D x d; D: diâmetro maior, d: 

diâmetro menor) das lesões para cada grupo e as barras, o desvio padrão. *Diferença estatisticamente 

significativa entre os animais tratados com G6 e PBS (p<0.01). 

 

 

Fonte: Autor 

 

Figura 6: Espessura das lesões nas orelhas dos animais tratados com PBS, Anf B e guanidinas G6 e G7. O 

tratamento diário (1x ao dia) iniciou no 60º dia pós-infecção. O desenvolvimento das lesões foi monitorado 

três vezes por semana. Os valores correspondem às médias da espessura (mm) das lesões para cada grupo 

e as barras, o desvio padrão. *Diferença estatisticamente significativa em relação aos animais tratados com 

PBS (p<0.05).  
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Fonte: Autor 

 

Figura 7: Volume das lesões nas orelhas dos animais tratados com PBS, Anf B e guanidinas  G6 e G7. O 

tratamento diário (1x ao dia) iniciou no 60º dia pós-infecção. O desenvolvimento das lesões foi monitorado 

três vezes por semana. Os valores correspondem às médias do volume (v = D x d x e; D: diâmetro maior, d: 

diâmetro menor, e: espessura) das lesões para cada grupo e as barras, o desvio padrão. *Diferença 

estatisticamente significativa em relação aos animais tratados com PBS (p<0.05). 

 

Para determinar a eficácia do tratamento in vivo, determinou-se a carga parasitária 

dos grupos infectados utilizando o cálculo de índice LDU. Verifica-se que após o tratamento 

com Anf B, houve redução de 60,8% da carga parasitária, enquanto que para as moléculas 

G6 e G7, diminuição de 79,4% e 66,5%, respectivamente. Todos os grupos (Anf B, G6 e 

G7) apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo tratado apenas com o 

veículo (Figura 8). Interessante notar que, embora os ensaios in vitro sugerem que G7 é 

2,5 vezes mais potente que G6 (Tabela 1), fatores relacionados com parâmetros 

farmacocinéticos podem estar associados com esta diferença, desta forma, poderão ser 

futuramente avaliados quando sobre aos aspectos de absorção, distribuição, metabolismo 

e excreção (ADME) destes compostos (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). 
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Fonte: Autor 

 

Figura 8: Quantificação da carga parasitária de lesões cutâneas na orelha de camundongos BALB/c 

infectados com L. amazonensis utilizando o índice LDU. Os dados estão expressos como média ± DP de 

animais infectados e tratados durante 15 dias distintos por grupos, sendo eles: tratados com  PBS, Anf B (2 

mg/kg/dia), G6 (2 mg/kg/dia) e G7 (2 mg/kg/dia). *Diferença estatisticamente significativa entre o grupo de 

animais tratados com PBS em relação aos tratados com Anf B, G6 e G7 (p<0,001). 

 

Adicionalmente, avaliou-se marcadores bioquímicos de função hepática e renal para 

determinar possíveis efeitos tóxicos de  G6 e G7. Foram avaliados os níveis plasmáticos 

de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina 

(ALP), bilirrubina total, creatinina e ureia (Figura 9). 

Alterações dos níveis de ALT e AST estão associados a possíveis perdas de 

integridade de células hepáticas, no local onde ocorrem os processos de biotransformação 

de fármacos (TIETZ et al., 2001). Neste trabalho, não houveram diferenças estatisticamente 

significantes para os níveis de ALT e AST obtidos para os tratamentos com relação ao 

grupo de animais saudáveis, indicando que não há dano para os hepatócitos decorrente da 

administração de G6 e G7 (Figuras 9 A e B).  

O aumento de níveis de ALP e bilirrubina no plasma, pode estar relacionado à 

possível obstrução do fluxo biliar devido à processos patológicos, ou até mesmo associado 

a perda de hepatócitos que podem causar liberação de bilirrubina no plasma (TIETZ et al., 

2001). Em relação aos níveis de ALP, não houveram diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos saudáveis e os tratados com G6 e G7 (Figura 9 C).   

Já em relação aos níveis de bilirrubina (Figura 9 D), o grupo de animais infectados e 
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tratados com PBS apresentou um aumento no nível de bilirrubina quando comparado ao 

grupo de animais saudáveis, o que é esperado por consequência da doença (BRADLEY; 

IRKLEY SIR WILLIAM, 1977). Constata-se também que os grupos tratados com composto 

G7 foram prevenidos de danos hepáticos, visto que apresentaram uma diminuição nos 

níveis de bilirrubina comparados ao grupo de tratados com PBS, reforçando a segurança 

desta molécula no tratamento de leishmaniose cutânea. 

Os rins, são órgãos geralmente afetados em decorrência das leishmanioses e entre 

os biomarcadores que indicam tais alterações renais estão a creatinina e ureia (WANG, 

HONGKAI; JIANG, 2014). De acordo com a figura 9 E e 9 F, os grupos de tratamento 

analisados não exibiram diferenças estatisticamente significativas nos níveis de creatinina, 

entretanto, os animais que receberam tratamento com Anf B e o composto G6 exibiram 

aumento estatisticamente significativo nos níveis de ureia em relação aos animais sadios, 

o que  pode indicar um possível efeito nefrotóxico causado pela própria doença, uma vez 

que a leishmaniose cutânea, provoca danos aos rins do hospedeiro mesmo que de forma 

mais branda que em casos de leishmaniose visceral (MENESES et al., 2020). 
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 A)                                                                  B)  

  

Fonte: Autor                                             Fonte: Autor 

 

 C)                                                                    D) 

                             

 

Fonte: Autor                                                             Fonte: Autor 

E)                                                                    F) 

    

Fonte: Autor                                                             Fonte: Autor 

 

Figura 9: Níveis plasmáticos de biomarcadores de função hepática e renal em camundongos BALB/c não 

infectados e infectados com L. amazonensis, tratados durante 15 dias com PBS e doses iguais de 2 mg/kg/dia 

de Anf B, 4 e 5. A) níveis de ALT; B) níveis de AST; C) níveis de ALP; D) níveis de bilirrubina; E) níveis de 
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creatinina; F) níveis de ureia. Os dados dos níveis estão expressos como média ± DP. * Diferença 

estatisticamente significativa com os animais não infectados (animais saudáveis) (p <0,05); α: diferença 

estatisticamente significativa com animais infectados, tratados com PBS (p <0,05). 

 

Interessante observar que as moléculas G6 e G7, foram eficazes em reduzir a carga 

parasitária e melhorar os aspectos das lesões, a um nível parecido com o tratamento de 

Anf B, além de não induzirem comprometimento nas funções renais e hepáticas. 

Visto que para o desenvolvimento de novas drogas terapêuticas para tratamento das 

leishmanioses é necessário levar em consideração a eficácia de uma molécula em tratar 

os aspectos da patologia, bem como reduzir a carga parasitária e não ser tóxico para o 

organismo, os compostos G6 e G7 atingiram os critérios mencionados, portanto, estes 

compostos podem ser considerados promissores e seguros para serem utilizados em 

futuras avaliações no tratamento de leishmaniose cutânea. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Foram testadas 16 moléculas guanidínicas contra formas promastigotas de L. 

infantum e 11 para L. amazonensis, dentre elas, G1 (IC50PRO = 5 µM; IS = 160), G2 (IC50PRO 

= 8 µM; IS= 92), G3 (IC50PRO = 10 µM; IS = 83), G7 (IC50PRO  = 6 µM; IS = 103) e G30 (IC50PRO 

= 8 µM; IS > 37) se destacaram em sua potência em L. infantum. Estas moléculas foram 

então avaliadas frente à formas amastigotas intracelulares, sendo G1 (IC50AMA = 6 µM; IS = 

133), G6 (IC50AMA = 7 µM; IS = 160) e G7 (IC50AMA = 6 µM; IS = 103) as mais promissoras.

 Buscando investigar os mecanismos de ação dessas moléculas, G6 apresentou 

inibição a atividade de rCPB2.8 (IC50CPB = 6 µM ) e adicionalmente, através de ensaios de 

cinética enzimática pode-se sugerir que G6 diminui a interação da enzima rCPB2.8 pelo 

substrato. Dados prévios mostraram que as moléculas G6 e G7 possuem potência e 

seletividade frente à L. amazonensis, sendo assim, foram selecionadas para serem usadas 

no tratamento in vivo de leishmaniose cutânea em camundongos BALB/c infectados com 

L. amazonensis com uma dose de 2 mg/kg/dia. O resultado desse tratamento foi muito 

satisfatório, visto que as moléculas guanidínicas diminuíram as lesões provocadas pela 

doença e reduziram significativamente a carga parasitária nas lesões (79,4% e 66,5% 

respectivamente), sem causar danos hepáticos e renais nos animais. Ao final, constata-se 

que os compostos guanidínicos G6 e G7 devem ser investigados como moléculas 

promissoras no desenvolvimento de novos fármacos para tratamento de leishmanioses. 
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