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RESUMO 

 

 

COSTA, Luciana. Modulação da atividade microbicida de macrófagos pela 

pterocarpanoquinona LQB-118 e sua ação terapêutica em modelo experimental de 

infecção com Leishmania (Viannia) braziliensis. 2016. 123 f. Tese (Doutorado em 

Microbiologia Médica) - Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 

As leishmanioses estão entre as mais importantes endemias brasileiras e encontram-se 

entre as doenças mais negligenciadas no mundo. O arsenal terapêutico disponível é restrito, 

tóxico, caro e em algumas situações ineficazes, devido ao surgimento de cepas resistentes. No 

Brasil, são registrados anualmente mais de 20 mil casos de leishmaniose tegumentar, sendo a 

Leishmania (Viannia) braziliensis considerada a principal espécie causadora das formas 

clínicas cutânea e mucosa. Portanto, tornam-se importante estudos que conduzam ao 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas. A pterocarpanoquinona LQB-118 é uma 

molécula que apresenta atividade antitumoral, contra Trypanosoma cruzi e espécies de 

Leishmania tanto in vitro quanto in vivo. O objetivo da presente tese é estudar a ação 

moduladora da LQB-118 sintética, sobre macrófagos de hamsters e humanos, infectados ou 

não por L. (Viannia) braziliensis. O efeito antiparasitário foi avaliado sobre o crescimento in 

vitro das formas amastigotas intracelulares em macrófagos peritoneais de hamsters e do 

sangue periférico humano. Para avaliar o modo de ação, foi investigada a ação anti-

amastigota, a indução de apoptose usando marcação por TUNEL e a modulação na célula 

hospedeira foi analisada pela dosagem de óxido nítrico (reagente de Griess) e espécies 

reativas de oxigênio (EROs) em macrófagos peritoneais de hamsters e em macrófagos 

humanos o efeito modulador foi avaliado pela dosagem de óxido nítrico e de citocinas IL1-β, 

IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-α (por citometria de fluxo) nos sobrenadantes de macrófagos 

tratados com a LQB-118 antes ou após a infecção. A ação da LQB-118 in vitro foi dose-

dependente inibindo 0,8%, 75% e 88%, nas concentrações de 5, 10 e 20µM, respectivamente 

para macrófagos de hamster tratados por 48 horas após a infecção. Para macrófagos humanos 

a inibição foi de 31%, 52% e 81,5% para as mesmas concentrações. Em macrófagos tratados 

por 24 horas com LQB-118 antes da infecção, a redução do índice de infecção foi de 62%, 

89% e 95 nas concentrações de 5, 10 e 20µM, respectivamente para macrófagos de hamster e 

de 61%, 71% e 79%, para macrófagos humano, nas mesmas concentrações respectivamente. 

A LQB-118 foi capaz de induzir a fragmentação do DNA das formas amastigotas 

intracelulares sem alterar a viabilidade da célula hospedeira. Esta substância também foi 

capaz de modular a resposta dos macrófagos humanos tratados com LQB-118 antes ou após a 

infecção. In vivo, o tratamento por via oral, foi capaz de diminuir a lesão da pata infectada, 

reduzir a carga parasitária e estimular a resposta intradérmica aos antígenos totais de 

Leishmania. Estes resultados parciais demonstram que a atividade anti-Leishmania da LQB-

118 é direta sobre o parasito pela indução de morte por apoptose, apresentando também uma 

ação moduladora da resposta dos macrófagos contribuindo para ação leishmanicida, sem 

alterar a viabilidade da célula hospedeira. A LQB-118 pode ser uma importante molécula para 

o desenvolvimento de um novo fármaco. 

 

Palavras-chave: Leishmania (Viannia) braziliensis. LQB-118. Macrófagos. Célula humana. 

Hamster. Imunomodulação. Tratamento oral. 

 



ABSTRACT 

 

 

COSTA, Luciana. Activity modulation microbicidal macrophages by 

pterocarpanquinone LQB-118 and its therapeutic action in experimental infection with 
Leishmania (V.) braziliensis. 2016. 123 f.Tese (Doutorado em Microbiologia Médica) - 

Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2016. 

 

Leishmaniasis is among the leading Brazilian endemics and is among the most 

neglected diseases in the world. The therapeutic arsenal available is restrictive, toxic, 

ineffective in situ, due to emergence of resistant strains. In Brazil, there were the 20 most 

cases of cutaneous leishmaniasis, with one Leishmania (Viannia) braziliensis being one of the 

main causal forms of cutaneous and mucosal surgery. Therefore, important studies that lead to 

the development of new therapeutic alternatives become important. Pterocarpanoquinone 

LQB-118 is a molecule which exhibits antitumor activity against Trypanosoma cruzi and 

Leishmania species both in vitro and in vivo. The aim of this article is to study the LQB-118 

synthetic modulator of movement on hamsters and human macrophages, infected or not by L. 

(Viannia) braziliensis. The antiparasitic effect was evaluated on in vitro growth of 

intracellular amastigote forms in peritoneal macrophages of hamsters and human peripheral 

blood. The evaluation of apoptosis using an anti-amastigote to move action, and the anti-

amastigote noise is the induction of apoptosis using synchronization and anti-amastigote in 

action (ERO) in peritoneal macrophages of hamsters and in human macrophages of the 

modulating effect was directed to the measurement of nitric oxide and cytokines IL1-β, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-12 and TNF-α (by flow cytometry) in the supernatants of macrophages treated 

with a LQB-118 before or after an infection. The action of LQB-118 in vitro was dose-

dependent inhibition of 0.8%, 75% and 88% in the combinations of 5, 10 and 20 μM, 

respectively for treated hamster macrophages for 48 hours post-infection. For human 

macrophages the inhibition was 31%, 52% and 81.5% for the concentrated conditions. In 

macrophages treated for 24 hours with LQB-118 prior to infection, the reduction of the hit 

rate was 62%, 89% and 95 in the combinations of 5, 10 and 20 μM respectively for hamster 

and 61% macrophage, 71 % and 79% for human macrophages in them. LQB-118 was able to 

induce DNA fragmentation of the intracellular amastigote forms, without altering the viability 

of the host cell. LQB-118 may be used to modulate macropath before or after infection. In 

vivo, oral treatment was able to decrease infectivity, reduce parasitic capacity and stimulate 

an intradermal response to total Leishmania antigens. The results showed that an anti-

Leishmania activity of LQB-118 is directly related to the process of induction of death by 

apoptosis, and also a modulating action of the response of macrophages that contribute to the 

leishmanicidal action, without any change in cell viability hostess. LQB-118 may be an 

important molecule for the development of a new drug. 

  

 

Keywords: Leishmania (Viannia) braziliensis. LQB-118. Macrophages. Human cell. Hamster 

Immunomodulation. Oral treatment. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 As doenças parasitárias representam um grave problema de saúde pública nos países 

em desenvolvimento. No Brasil, no período entre 2006 a 2014, foram registrados mais de 

191 mil casos de leishmaniose cutânea, sendo a espécie Leishmania (Viannia) braziliensis 

a que apresenta maior distribuição no país. Na ausência de vacinas eficazes e medidas de 

controle de vetores, a principal estratégia de combate à doença é a quimioterapia. 

(PORTAL DA SAÚDE, 2014). 

 O tratamento para leishmaniose tem sido feito basicamente com antimoniais 

pentavalentes como medicamentos de primeira escolha. Porém, esta terapêutica apresenta 

alta toxicidade, elevado custo e surgimento de cepas resistentes ao tratamento. Outros 

fármacos como a Anfotericina B, Miltefosina e Glucantime
®
 apresentam ação direta sobre 

a Leishmania sp e possuem ação imunomoduladora que contribui para seu efeito anti-

Leishmania. Esses fármacos são capazes de modular as células hospedeiras preferenciais 

da Leishmania sp, os macrófagos, aumentando sua capacidade microbicida pela 

estimulação da produção de citocinas pró-inflamatórias e de óxido nítrico, porém, também 

apresentam alta toxicidade (BARTHOLOMEU et al, 2014 e MENEZES et al, 2015). 

 O presente estudo se propôs a analisar a capacidade da pterocarpanoquinona LQB-

118 em modular a ação microbicida dos macrófagos (de hamsters e humanos) e avaliar sua 

ação terapêutica em hamsters infectados com Leishmania (Viannia) braziliensis. A LQB-

118 é uma molécula sintetizada a partir da hibridação molecular do lapachol e de um 

pterocarpano isolado de espécies vegetais, apresentando atividade contra espécies de 

Leishmania.   
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1 O PARASITO LEISHMANIA, CICLO DE VIDA E INTERAÇÃO COM O 

HOSPEDEIRO VERTEBRADO 

 

 

 Pertencentes a ordem Kinetoplastidae, os tripanossomatídeos são eucariontes 

unicelulares e distinguem-se pela presença de uma estrutura denominada cinetoplasto, que 

contém material genético auto-replicável, o DNA mitocondrial (STEVENS, 2008; STUART, 

2008 e MENA-BARRETO & DE CASTRO, 2014). Este grupo inclui vários parasitos 

humanos responsáveis por doenças que afetam mais de 20 milhões de pessoas, principalmente 

nos países em desenvolvimento. Dois gêneros apresentam grande importância médica, o 

gênero Trypanosoma e Leishmania (BARTHOLOMEU et al, 2014). 

 No gênero Trypanosoma, encontramos as espécies Trypanosoma cruzi que causa a 

doença de Chagas ou tripanossomíase americana e Trypanosoma brucei causadora da doença 

do sono ou a tripanossomíase humana africana. O gênero Leishmania é composto por espécies 

que causam diferentes formas clínicas de leishmaniose, categorizadas entre as doenças 

negligenciadas mais importantes causando cerca de 150 mil mortes por ano (DAVIES et al, 

2003; SIMPSON, STEVENS, LUKES, 2006 e BARTHOLOMEU et al, 2014).  

 Lainson & Shaw (1987) classificaram o gênero Leishmania em dois subgêneros, 

Viannia e Leishmania, com base na localização do parasito no trato digestório do inseto vetor.

 O subgênero Leishmania compreende espécies que se desenvolvem no intestino 

anterior e no intestino médio do vetor, enquanto o subgênero Viannia inclui espécies que se 

desenvolvem, no intestino posterior que após a metaciclogênese, migram para o intestino 

médio e posteriormente para o intestino anterior. Um terceiro subgênero tem sido incluído na 

classificação do gênero Leishmania, o subgênero Sauroleishmania, que compreende espécies 

que parasitam exclusivamente lagartos (REAL et al, 2013). 

 Os protozoários do gênero Leishmania são um grupo de parasitos digenéticos 

(heteroxênico), transmitidos por flebotomíneos hematófagos a várias espécies de mamíferos, 

incluindo seres humanos (MCGWIRE & SATOSKAR, 2014). 

 Atualmente mais de vinte espécies de Leishmania foram identificadas como 

patogênicas para o homem e estão agrupadas em complexos (Figura 1) com base nas suas 

características bioquímicas, imunológicas, moleculares e fenotípicas (STRAZZULLA  et al, 

2013). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strazzulla%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23853773
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Figura 1 – Classificação das espécies de Leishmania de acordo com os subgêneros  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Divisão da família Trypanosomatida, mostarndo as espécies de maior relevância–  

Fonte: adaptado de Real et al, 2013. 

 

 

 A Leishmania, apresenta duas formas evolutivas no seu ciclo de vida: a promastigota e 

a amastigota (Figura 2). A forma promastigota possui um corpo celular longo e achatado, 

núcleo localizado na porção mediana e o cinetoplasto localizado na parte anterior da célula, de 

onde emerge o flagelo livre. Esta forma é encontrada nos insetos vetores e se desenvolve em 

culturas axênicas. A forma amastigota apresenta morfologia arredondada, núcleo 

relativamente grande, redondo e excêntrico, cinetoplasto visível à microscopia eletrônica, 

apresenta um flagelo não visível a microscopia óptica e vivem como parasitas intracelulares 

dentro de vacúolos parasitóforos em células do sistema fagocítico mononuclear de mamíferos, 

principalmente em macrófagos (DUTRA et al, 2010, PAUL KAYE & PHILLIP SCOTT, 

2011 e NEDA MORADIN & ALBERT DESCOTEAUX, 2012).  
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Figura 2 – Esquema das formas evolutivas de Leishmania sp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A)  Forma Promastigota com formato fusiforme e flagelo livre. (B) Forma Amastigota com formato 

arredondado e flagelo internalizado. Ilustração mostrando os componentes das células -   

Fonte: Adaptado de Teixeira et al 2013. 

 

 

 O ciclo biológico da Leishmania inicia-se quando uma fêmea de flebótomo infectada, 

pica um hospedeiro vertebrado, a fim de realizar o repasto sanguíneo. Neste momento, as 

formas promastigotas metacíclicas são regurgitadas na pele do hospedeiro através do aparelho 

bucal do inseto (Figura 3). A saliva do flebotomínio, que é inoculada juntamente com o 

parasito na pele, contribui para o estabelecimento da infecção. Entre as substâncias que 

compõem a saliva, um peptídeo denominado maxadilan, favorece a sobrevida do parasito 

recém inoculado, desempenhando um papel imunomodulador da resposta imune. Esta  

molécula apresenta um efeito sobre as células apresentadoras de antígeno (APCs), como: 

inibição da produção de TNF por macrófagos, diminuição da capacidade de produção de 

óxido nítrico (NO) e indução de uma resposta anti-inflamatória que contribui para a 

sobrevivência do parasito (WHEAT et al, 2008 e DUTRA et al, 2010). 
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Figura 3 – Ciclo biológico da Leishmania sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Promastigotas pró-cíclicas de Leishmania se diferenciam em promastigotas metacíclicas, forma 

infectante, dentro do tubo digestório do flebotomíneo. Durante o repasto sanguíneo, o flebotomíneo 

regurgita a forma infectante juntamente com imunomoduladores presentes nos componentes salivares. 

As formas promastigotas metacíclicas são então fagocitadas. Estas formas, se transformam em 

amastigotas que se replicam dentro da célula hospedeira, que se rompem quando muitas amastigotas 

estão presentes, permitindo a reinfecção dos fagócitos locais. O ciclo de transmissão é concluído, 

quando fagócitos infectados são ingeridos por outro flebotomíneo durante um novo repasto sanguíneo 

e as amastigotas em seguida, se transformam  em promastigotas no intestino médio do flebotomíneo.  

Fonte: Adaptado de Kaye & Scott, 2011. 

 

 

 No hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas são fagocitadas por macrófagos e 

células dendríticas da derme. Este processo é mediado por interações entre moléculas de 

superfície do parasito, como: gp63, lipofosfoglicano (LPG), glicoinositol (GPI), 

glicoinositolfosfolipídios (GIPLs) e fosfatidilserina (PS) e por receptores na célula 

hospedeira, tais como: receptores Fc, receptores de lectina e receptores das integrinas, que 

reconhecem sequências de aminoácidos específicas. As proteínas de superfície da Leishmania 
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auxiliam e facilitam a internalização. Também podem caracterizar um fator de virulência nas 

espécies, além de desativar o mecanismo microbicida dos macrófagos permitindo a 

sobrevivência do parasito dentro do ambiente hostil do fagolisossomo (ASSCHE et al, 2011; 

ISNARD, SHIO & OLIVIER, 2012; BARTHOLOMEU et al, 2014 e de MORAES et al, 

2014). 

 Dentro dos fagolisossomos, as promastigotas metacíclicas, se diferenciam em 

amastigotas (Figura 3), este processo dura em média de 12 a 24 horas. Após este tempo, as 

amastigotas começam a se multiplicar por divisão binária (KOBAVASHI, 2010 e ASSCHE et 

al, 2011). 

 O ciclo se fecha quando a fêmea de flebótomo, ao picar um indivíduo ou um animal 

parasitado, ingere macrófagos e monócitos infectados com as formas amastigotas (Figura 3). 

Ao mudar-se de um hospedeiro mamífero para o intestino do vetor, o parasito requer uma 

adaptação (tais como a diminuição da temperatura e aumento do pH), sendo assim, os 

amastigotas irão se diferenciar em promastigotas que se multiplicam e passam por um 

processo denominado metaciclogênese. Este processo é caracterizado pela transformação de 

promastigotas pró-ciclicas em promastigotas metacíclicos. Esta transformação é acompanhada 

por um aumento da capacidade de infectar e sobreviver no hospedeiro vertebrado. As formas 

promastigotas passam por alterações morfológicas em tamanho, forma, comprimento do 

flagelo e também na expressão qualitativa e quantitativa de moléculas, tais como LPG e gp63. 

Os promastigotas metacíclicos migram para o proventrículo do flebotomínio podendo então, 

infectar um novo hospedeiro durante seu próximo repasto sanguíneo (NEUBER, 2008; 

ASSCHE et al, 2011 e DOSTÁLOVÁ & VOLF, 2012). 

 Nos estágios iniciais da infecção é importante para o parasito, que os macrófagos não 

sejam ativados. Como mecanismo de sobrevivência e escape, os parasitos infectam células 

polimorfonucleares, como por exemplo, neutrófilos que são recrutados em resposta a picada 

do flebotomíneo devido à liberação de citocinas e quimiocinas.  

 Os neutrófilos infectados sofrem apoptose, sendo então fagocitados por macrófagos. 

Ao fagocitarem neutrófilos apoptóticos, que são considerados “cavalos de Tróia”, os 

macrófagos não são ativados. Esta entrada silenciosa promove o sucesso da infecção, 

facilitando a multiplicação e diferenciação do parasito dentro da célula hospedeira, até que 

esta se rompa liberando as formas amastigotas que irão infectar novas células (RIBEIRO-

GOMES et al, 2004; FILARDY et al, 2011;  KAYE & SCOTT, 2011 e DE MORAES et al, 

2014). 
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2 AS LEISHMANIOSES 

 

 

2.1 Formas clínicas e Situação epidemiológica 

 

 

 As leishmanioses são um grupo de doenças infecto-parasitárias causadas por 

protozoários intracelulares do gênero Leishmania, e é a segunda principal causa de morte 

relacionada a doença causada por parasitos (depois da malária), causando de 20 a 30 mil 

mortes anualmente  (OMS 2015).   

   No Velho Mundo a leishmaniose é endêmica na Ásia, África e sul da Europa. Já no 

Novo Mundo é endêmica no centro-sul dos Estados Unidos, passando pela América Central e 

do Sul. Embora esta doença seja limitada aos trópicos e subtrópicos, existem vários fatores 

que contribuem para sua dispersão para novas áreas. Estes fatores podem ser alterações 

climáticas, a urbanização, desmatamento, o aumento de viagens turísticas e relacionadas a 

trabalho, a imigração para países endêmicos e operações militares (KEVRIC et al, 2015). 

   Dependendo de fatores como a espécie e a resposta imune do hospedeiro, a 

leishmaniose pode cursar sob diversas manifestações clínicas, como visceral - (muitas vezes 

conhecida como calazar, sendo a forma mais grave da doença), a cutânea (mais comum, 

podendo ocorrer a cura espontâneamente) e a mucosa (onde pode ocorrer a destruição da 

região oronasal da pessoa infectada)  (TABELA 1) (STOCKDALE & NEWTON, 2013 e 

KEVRIC et al, 2015). 
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Tabela 1 – As principais espécies de Leishmania que afetam o ser humano 

 

Espécies 

 

Formas clínicas 

 

Países com maior 

prevalência 

 

Características 

L. (L) donovani 

L. (L) infantum 

L. (L) siamensis 

Leishmaniose 

Visceral 

India, Bangladesh, 

Nepal, África, Região 

do Mediterrâneo, 

América do Sul e 

Central e Tailândia 

Febre prolongada, 

esplenomegalia, 

hepatomegalia, anemia 

progressiva e perda de 

peso. 

L. (L) donovani Leishmaniose 

Dérmica Pós Calazar 

Leste da África, 

Índia, Bangladesh, 

Nepal 

Dermatite grave com 

lesões cutâneas e placas 

pelo corpo contendo os 

parasitos. 

L. (L) aethiopica 

L. (L) killicki 

L. (L) tropica 

L. (L) turanica 

L. (L) major 

Leishmaniose Cutânea 

(Velho Mundo) 

Sul da Europa, 

Oriente Médio, 

Sudeste da Ásia e 

África 

Pápulas eritrematosas no 

local da picada do inseto 

vetor, podendo evoluir 

para uma forma mais 

grave. 

L. (L) amazonensis 

L. (V) braziliensis 

L. (L) colombiensis 

L. (V) guyanensis 

L. (L) mexicana 

L. (V) panamensis 

L. (V) peruviana 

L. (L) venezuelensis 

L. (L) pifanoi 

Leishmaniose Cutânea 

(Novo Mundo) 

América Central e do 

Sul 

Pápulas eritrematosas no 

local da picada do inseto 

vetor, podendo evoluir 

para uma forma mais 

grave. 

L. (L) aethiopica 

L. (V) braziliensis 

L. (V) guyanensis 

L. (V) panamensis 

Leishmaniose Mucosa Etiópia, América 

do Sul e central 

Lesões destrutivas e 

desfigurantes em mucosas 

do sistema respiratório 

superior. 

Fonte: Adaptado de Nagle et al, 2014 

 

 

 A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que mais de 98 países e diversos 

territórios são endêmicos para leishmaniose, e que por ano em todo mundo, surjam 

aproximadamente 200 a 400 mil novos casos de leishmaniose visceral e de 700 mil a 1,3 

milhões de novos casos de leishmaniose cutânea (ALVAR, 2012). 

 A leishmaniose visceral é causada por espécies viscerotrópicas, havendo acentuado 

tropismo do parasito pelo sistema fagocítico mononuclear do fígado, baço, medula óssea e 

tecidos linfóides. Esta é a forma clínica mais grave da leishmaniose e os principais sintomas 

são constituídos de febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia e 
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pode ser fatal se não for tratada (Figura 4A) (PÉREZ-ARELLANO et al, 2010 e MCGWIRE 

& SATOSKAR, 2013).  

 A leishmaniose visceral apresenta um desbalanço na resposta imune, com um perfil 

misto de citocinas, como IL-10, IL-6, IFN e TGF. Gautam e colaboradores (2014) 

demonstraram que a IL-10 está relacionada com a cronicidade da infecção, sugerindo que esta 

citocina promova um efeito inibitório nas células apresentadoras de antígeno e uma redução 

na ativação das células T (GAUTAM et al, 2014 e GOLLOB et al, 2014). 

 Existem dois tipos de leishmaniose visceral (zoonótico e antroponótico) que são 

definidos pela espécie de Leishmania e do reservatório do parasito. A forma zoonótica, 

causada principalmente pela L. infantum, com cães como o principal reservatório, ocorre na 

bacia do Mediterrâneo, na China, no Oriente Médio e na América do Sul. E a forma 

antroponótica, com transmissão de humano para humano, sem um animal reservatório, 

causada principalmente por L. donovani, é mais prevalente na África Oriental, Bangladesh, 

Índia e Nepal (MONGE-MAILLO & LÓPEZ-VÉLEZ, 2013).  Mais de 90% dos casos de 

leishmaniose visceral ocorrem em seis países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do 

Sul e Sudão. A Índia tem a maior incidência da doença, com aproximadamente 60% de todos 

os novos casos (NAGLE et al, 2014 e RODRIGUES et al, 2016). 

 A leishmaniose tegumentar é a forma clínica mais amplamente distribuída. Na forma 

cutânea localizada (Figura 4B), as lesões ocorrem em qualquer parte do corpo, mas 

normalmente desenvolvem-se no local da inoculação do parasito pelo vetor. Inicialmente, 

forma-se uma lesão macular seguido por uma pápula e, posteriormente uma úlcera de bordas 

elevadas e fundo plano e geralmente autolimitada. Estas lesões podem se desenvolver em 

semanas, meses ou anos após a infecção. Na leishmaniose cutânea observa-se um balanço 

entre as respostas T1 e T2, possibilitando a evolução para uma cura espontânea (NEUBER, 

2008, PEREIRA-CARVALHO et al, 2013 e  REVEIZ et al, 2013). 

Os dez países com o maior número de casos estimados são: Afeganistão, Argélia, 

Brasil, Colômbia, Costa Rica, Etiópia, Irã, Peru, Sudão e Síria, juntos representam de 70 a 

75% da prevalência global. No Velho Mundo a leishmaniose cutânea é causada pelas espécies 

L. major, L. tropica e L. aethiopica e no Novo Mundo é causada por uma variedade de 

espécies que pertencem aos subgêneros Leishmania e Viannia produzindo as diferentes 

formas clínicas (REVEIZ et al, 2013 e OMS 2015). 

No Brasil a leishmaniose tegumentar tem como principais agentes etiológicos as 

espécies L. (L) amazonensis, L. (V) braziliensis e L. (V) guyanensis (MINODIER & 

PAROLA, 2007).  
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 Na década de 80 no Brasil,  a leishmaniose tegumentar americana foi registrada em 19 

Unidades Federativas, quando em 2003, foi confirmada a autoctonia em todos os estados 

brasileiros (BRASIL, 2010). No período de 2006 a 2014 foram registrados mais de 191 mil 

casos, sendo 80.388 na Região Norte, 60.473 na Nordeste, 28.959 na Centro-Oeste, 16.568 na 

Sudeste e 3.859 na Sul (TABELA 2) (PORTAL DA SAÚDE, 2014). 

 

 

Tabela 2 - Casos de leishmaniose tegumentar americana. Brasil de 2006 a 2014 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 http://portalsaude.saude.gov.br 

 

 

Uma outra forma clínica da leishmaniose tegumentar, considerada rara, causada 

principalmente pela L. (V) amazonensis é a forma cutânea-difusa, que se desenvolve em 

pacientes anérgicos e é caracterizada por uma resposta imune celular muito fraca ou 

inexistente ao antígeno de Leishmania. Essa forma clínica se caracteriza pela disseminação de 

inúmeras lesões não ulceradas na pele contendo um alto número de parasitos (Figura 4D). 

Normalmente, pacientes com leishmaniose cutâneo-difusa, respondem mal ao tratamento 

(MINODIER & PAROLA, 2007; SINHA et al, 2008 e OLIVEIRA & BRODSKYN, 2012). 
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Algumas espécies do subgênero Viannia, como L. (V) braziliensis, L. (V) panamensis e 

L. (V) guyanensis podem se disseminar (metástase) a partir da lesão cutânea primária pela via 

hematogênica ou linfática para a mucosa nasal ou oral causando grande resposta inflamatória 

e destruição tecidual nestas regiões, gerando a forma clínica da leishmaniose mucosa (Figura 

4C) (GUERRA et al, 2011).  

Nesta forma clínica, observa-se um baixo número de parasitos na lesão e uma 

exacerbação da resposta imune celular (do tipo 1, já que os níveis de produção de IFN-γ e 

TNF são elevados) que é demonstrada pela resposta intradérmica ao antígeno de Leishmania 

(intradermorreação de Montenegro) e à resposta linfoproliferativa específica in vitro. A 

doença é muitas vezes refratária à quimioterapia e os pacientes podem morrer de infecções 

secundárias e desnutrição (MCGWIRE & SATOSKAR, 2013 e STRAZZULLA et al, 2013). 

As espécies L. (V.) braziliensis e a L. (L.) amazonensis também são reconhecidas por 

causar a forma disseminada da leishmaniose, onde são observadas múltiplas lesões cutâneas 

ulceradas e não ulceradas que estão presentes em mais de uma área corporal (Figura 4E). Os 

indivíduos com leishmaniose disseminada apresentam uma resposta imune com baixa 

produção de IFN- e TNF e resposta negativa ao teste para antígeno de Leishmania 

(SCHRIEFER et al, 2004; SILVEIRA et al, 2009 e VERNAL et al, 2016). 
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Figura 4 – Manifestações clínicas da Leishmaniose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Infecção por Leishmania (V) braziliensis e modelo de infecção  

 

 

 A leishmaniose cutânea é a forma mais comum da leishmaniose humana e o Brasil 

está entre os países com um grande índice de prevalência da doença. Dentro da América 

Latina, a L. (V) braziliensis é o principal agente causador da leishmaniose cutânea (QUEIROZ 

et al, 2012). 

 A infecção humana por L. (V) braziliensis leva a um amplo espectro clínico, 

imunológico e manifestações histopatológicas da leishmaniose, variando de lesões cutâneas 

simples e auto-limitadas até a forma clínica mais grave e destrutiva, a mucosa.  Isto ocorre 

devido a resposta imune para esta espécie ter um perfil do tipo 1, com altos níveis de IFN-γ e 

TNF produzidos principalmente por células T CD4
+
. Este padrão de resposta facilita o 

controle na proliferação do parasito dentro dos macrófagos, mas por outro lado, contribui para 

Legenda: (A) Leishmaniose visceral; (B) Leishmaniose cutânea; (C) Leishmaniose mucosa; (D) 

Leishmaniose difusa e (E) Leishmaniose disseminada.  

Fonte: Adaptado de Machado et al, 2011 e OMS 2015. 
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as alterações patológicas que caracterizam a doença. A L. (V) braziliensis também pode 

causar a forma disseminada da doença (CONCEIÇÃO et al 2016; LUCCA & MACEDO, 

2016). 

 Apesar de sua ampla distribuição e importância, poucos estudos têm-se centrado na 

elucidação dos mecanismos imunológicos de invasão e sobrevivência e de fármacos, capazes 

de controlar a infecção por esta espécie. Isto se deve a dificuldade no cultivo in vitro quanto 

in vivo (OLIVEIRA & BRODSKYN, 2012). 

 Estudos in vivo têm sido negligenciados, pois a maioria dos modelos para infecção por 

Leishmania, como C57BL/6, BALB/c, C3H/HeJ e CBA/CaJ são resistentes à infecção por L. 

(V) braziliensis, levando a uma cura espontânea da infecção em aproximadamente 10 

semanas, sem produzir lesões (MEARS et al 2015).  

 Os modelos animais podem ser utilizados com o objetivo de desenvolver novas 

terapias e vacinas que ofereçam um tratamento seguro, eficaz e de menor custo para 

leishmaniose. A descoberta do hamster como um modelo experimental  para a leishmaniose 

vem da descoberta da susceptibilidade à infecção por L. donovani, fato observado 

inicialmente por Yong e colaboradores (1919) ao utilizarem o hamster chinês (Cricetulus 

griseus) em estudos do Kala-azar no norte da China. Adler & Theodor (1931) infectaram uma 

espécie nativa da Síria, o hamster dourado (Cricetus auratus), com Leishmania infantun e 

também obtiveram sucesso quanto a susceptibilidade da infecção (SMYLYH & YOUNG, 

1923; ADLER & THEODOR, 1931 e revisado por FULTON & JOYNER, 1947).  

 Desde então, o hamster passou a ser utilizado como modelo experimental para outros 

trabalhos como estudos em febre amarela (FINDLAY, 1934), hanseníase (ADLER, 1937), 

pneumonia virótica (PEARSON & EATON, 1940) e tuberculose (TCHERNOMORETZ et al, 

1940). 

 O hamster também foi utilizado em um dos primeiros trabalhos para estudo da relação 

parasito-hospedeiro, quando Michalick (1996) avaliou duas espécies de Leishmania 

pertencentes aos complexos braziliensis e mexicana. Em parte dos seus resultados, 

demonstrou que a espécie L. braziliensis é capaz de desenvolver lesão no local onde foi 

inoculada quanto é capaz de disseminar para os linfonodos, baço, fígado e pele aumentando 

os níveis de IgG. Resultado semelhante, também foi observado por Gomes-Silva e 

colaboradores ao verem que todos os hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com L. (V) 

braziliensis, por um período de 110 dias, desenvolveram lesões (MICHALICK, 1996 e 

GOMES-SILVA et al, 2013). 
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  Em um estudo mais recente, Ribeiro-Romão e colaboradores (2014) avaliaram a 

influência do tamanho do inóculo de L. (Viannia) braziliensis em hamsters na 

imunopatogênese da leishmaniose cutânea e mostraram que o tempo de surgimento das lesões 

e o aspecto clínico das mesmas varia de acordo com o inóculo de Leishmania (10
4
, 10

5
 e 10

6
). 

Porém apesar desta diferença no número de parasitos inoculados, a carga parasitária foi a 

mesma entre os três inóculos (RIBEIRO-ROMÃO et al, 2014). 

 Desde a sua descoberta, por se apresentar susceptível a infecções por espécies de 

Leishmania, o hamster tem sido empregado na manutenção de parasitos, nos estudos de seus 

ciclos biológicos e em estudos de relação parasito-hospedeiro. Este modelo animal 

desenvolve lesões cutâneas com características histopatológicas muito semelhantes às 

observadas em lesões de humanos, sem apresentar cura espontânea o que  justifica o uso do 

modelo hamster nos protocolos experimentais para avaliação de fármacos, vacinação, clínica 

e estudos terapêuticos. Contudo, o uso do hamster como modelo de infecção ainda é limitado, 

devido à falta de reagentes disponíveis, tais como anticorpos específicos (GOMES-SILVA et 

al, 2013 e SILVA-COUTO et al, 2015). 
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3 A CÉLULA HOSPEDEIRA E SUA INTERAÇÃO COM A LEISHMANIA 

 

 

3.1 Sistema fagocítico mononuclear - Histórico 

 

 

 Sabemos que a Leishmania é um parasita intracelular obrigatório e as células 

hospedeiras fazem parte do Sistema Fagocítico Mononuclear, ou seja, os fagócitos 

profissionais (macrófagos e células dendríticas), que estão localizados em vários tecidos do 

organismo. 

 O cientista russo Elie Metchnikoff (1845-1916)  juntamente com Paul Ehrlich (1854-

1915) receberam o prêmio Nobel em Medicina no ano de 1908, pelo trabalho sobre a 

imunidade inata, quando observaram células que se deslocavam em torno de “materiais 

estranhos” dentro de larvas de estrela-do-mar. Observaram que este processo era semelhante à 

resposta inflamatória encontrada em animais com sistemas vasculares. Metchnikoff então, 

sugeriu uma hipótese de que as células “móveis”, ou fagócitos, em larvas de estrela-do-mar, 

eram os ancestrais evolucionários das células mesodérmicas em animais superiores, e  que 

estas apresentavam uma função digestiva primitiva como uma defesa contra organismos 

estranhos. A partir desta observação surge a teoria da fagocitose (Revisado por 

CAVAILLON, 2011 e DUQUE & DESCOTEAUX, 2014). 

 Metchnikoff foi o primeiro a classificar, apenas por diferença de tamanho, estas 

células como "macrófagos" (grandes comedores) e "micrófagos" (os polimorfonucleares). Ele 

demonstrou que estes dois tipos de fagócitos, que eram vistos apenas como “catadores” ou 

“limpadores”, também apresentavam um papel importante na resistência do hospedeiro contra 

infecções, porque eles não apenas realizavam a fagocitose, mas rapidamente matavam e 

digeriam a maioria dos microrganismos invasores, como por exemplo, Vibrio cholera, 

Bacillus pyocyaneum, Bacillus anthracis e os seus esporos, Mycobacterium sp, estreptococos, 

gonococos, espiroquetas e leveduras (van FURTH et al, 1972 e TAN et al, 2009).  

 Este estudo resultou na primeira publicação sobre a "digestão intracelular" em 1883 e 

o surgimento de um novo conceito, a fagocitose, termo que foi usado em seu artigo – 

Phagocytosis “Untersuchung uber die mesodermalen Phagocyten einiger Wirbel tiere”. 

Porém, ele reconheceu que não foi o primeiro a observar a captura de materiais particulados 

por células fagocíticas. Karl Wilhelm von Kupffer (1829-1902) descobriu em 1876, células 

fagocíticas hepáticas estreladas que receberam o seu nome. Da mesma forma, em 1868, Paul 
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Langerhans (1847-1888) marcou uma amostra de pele humana com cloreto de ouro 

identificando as células de Langerhans. No entanto, Metchnikoff foi o primeiro a postular que 

o processo de fagocitose seria como um sistema imune natural (Revisado por RACINE, 

2014). 

 Nas primeiras décadas do século XX, os esforços eram principalmente dedicados a 

identificar a origem dos macrófagos. Foi quando Zanvil Cohn juntamente com Ralph van 

Furth identificaram que a medula óssea era a fonte de monócitos e que estes eram os 

precursores dos fagócitos (van FURTH & COHN, 1968). 

 Durante os anos seguintes muitas outras descobertas específicas sobre os macrófagos 

foram sendo relatadas como, por exemplo: a expressão dos receptores de superfície para 

porção constante de imunoglobulinas (Fc) (GRIFFIN et al, 1975; RHODES, 1975 e 1976), 

expressão de receptores de complemento (BIANCO et al, 1975 e ADEREM & UNDERHILL, 

1999), o seu papel na fagocitose de neutrófilos senescentes (NEWMAN et al, 1982), seu 

papel na apresentação de antígenos para linfócitos T (ROSENTHAL & SHEVACH, 1973),  a 

capacidade microbicida mediadas por radicais tóxicos (CHISOLM et al, 1983), entre outras 

(Figura 5). 

 

 

Figura 5 – Linha do tempo – Avanços na pesquisa sobre a biologia dos macrófagos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Ilustração dos resultados mais relevantes no domínio das pesquisas sobre macrófagos até 2005. Fonte: 

adaptado e revisado por Liu & Yang, 2013. 
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3.2 Origem dos macrófagos  

 

 

 A maioria dos macrófagos é derivada de células precursoras de medula óssea que se 

desenvolvem em monócitos. Estes monócitos, são formados a partir de células estaminais de 

linhagem granulócito-monocítica que estão expostas a estímulos, tais como fator estimulante 

de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e interleucina-3 (IL-3). A diferenciação 

de células estaminais está associada com a expressão de receptores de membrana específicos 

para citocinas (DUQUE & DESCOTEAUX, 2014). 

 Os macrófagos estão presentes em praticamente todos os tecidos. Eles diferenciam-se 

a partir de células mononucleares do sangue periférico (PBMC), que migram para os tecidos 

no estado estacionário ou em resposta a inflamação. Estas PBMCs desenvolvem-se a partir de 

uma célula progenitora mielóide comum na medula óssea que é o precursora de muitos tipos 

diferentes de células, incluindo neutrófilos, eosinófilos, basófilos, macrófagos, células 

dendríticas (DC) e mastócitos.  

 Durante o desenvolvimento de monócitos, as células progenitoras mielóides dão 

origem a monoblastos, pró-monócitos e, finalmente, monócitos, que são libertados a partir da 

medula óssea para a corrente sanguínea (Figura 6). Os monócitos, através da circulação 

sanguínea, migram para os tecidos para reabastecer macrófagos de vida longa, como: 

Osteoclastos (nos ossos), histiócitos (tecido conjuntivo), Kupffer (no fígado), e macrófagos 

dos alvéolos, trato gastrointestinal, baço e peritônio. Este processo de diferenciação envolve 

muitas mudanças como o aumento do tamanho celular (5 a 10 vezes), o número e a 

complexidade das organelas e o aumento da capacidade fagocítica (MOSSER & EDWARDS, 

2008 e PERDIGUERO et al, 2015). 
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Figura 6 – Formação e diferenciação dos monócitos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os monócitos têm origem na medula óssea a partir de uma célula-tronco hematopoética comum. Em 

resposta ao fator estimulante de colônias de macrófagos, eles se dividem e diferenciam-se. Os 

monócitos migram para diferentes tecidos, onde através de estímulos se diferenciam em macrófagos. 

HSC – Células estaminais hematopoiéticas; GM-CSF – fator estimulante de colônias de granulócitos e 

macrófagos; SNC – Sistema nervoso central; M-CFU – unidade formadora de colônias de macrófagos.  

Fonte: adaptado de Mosser & Edwards, 2008. 

 

 

 

 Nem todos os macrófagos, tais como as células de Langerhans (na epiderme) e 

Micróglia (sistema nervoso), desenvolvem-se a partir de monócitos. Alguns estudos com 

camundongos, utilizando marcadores específicos de células embrionárias, demostraram que 

determinadas populações de macrófagos residentes no fígado (células de Kupffer), cérebro 

(micróglia), epiderme (células de Langerhans) e pulmão (macrófagos alveolares) são 

independentes da diferenciação de monócitos e até mesmo de células precursoras da medula 

óssea. Estes macrófagos seriam originados a partir de dois precursores durante o 

desenvolvimento embrionário: do saco vitelino e do fígado fetal (DUQUE E DESCOTEAUX, 

2014 e PERDIGUERO et al, 2015). 

 Os macrófagos oriundos do saco vitelino, seriam considerados macrófagos primitivos 

que posteriormente dariam origem as células da Micróglia e os derivados do fígado fetal, 

chamados de monócitos fetais que dariam origem, por exemplo as células de Langerhans. 

Estes macrófagos seriam denominados de macrófagos teciduais residentes, sendo 

considerados uma população de macrófagos de longa duração e auto-renováveis (HOEFFEL 

& GINHOUX, 2015).  
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 Os macrófagos teciduais residentes apresentam uma gama de funções, como: 

depuração (degradação dos núcleos eritróides, eritrócitos senescentes, células em apoptose e 

surfactante pulmonar), desenvolvimento (degradação óssea e angiogênese) e a regulação do 

metabolismo (regulação da sensibilidade à insulina e termogênese adaptativa no tecido 

adiposo). Sendo uma das funções de maior relevância a de sentinela do sistema imunológico, 

como “primeira linha de reconhecimento” contra patógenos na resposta inata e na restauração 

da homeostasia (DAVIES et al, 2013). 

 Os macrófagos podem passar a expressar propriedades funcionais especializadas e 

polarizadas para desempenharem as suas funções, para isso, eles precisam ser ativados por 

diferentes sinais extracelulares, que podem ser citocinas, quimiocinas, antígenos e estímulos 

microbianos. Esta ativação resulta no aumento da produção de citocinas, quimiocinas e outros 

mediadores inflamatórios (CORNA et al,  2010). 

 

 

3.3 Papel das citocinas na ativação e heterogeneidade dos Macrófagos  

 

 

 Citocinas e quimiocinas são moléculas de sinalização que são importantes para a vida, 

assim como, os hormônios e neurotransmissores. Elas são proteínas de baixo peso molecular 

que medeiam a comunicação intercelular e de forma eficaz, desencadeiam um link entre a 

resposta imune inata e adaptativa. São produzidas por diversos tipos de células (leucócitos, 

adipócitos, células endoteliais e epiteliais), principalmente por macrófagos e linfócitos. Elas 

foram descobertas no início dos anos 1960 e 1970, e presume-se que mais de 100 diferentes 

proteínas são conhecidas como citocinas (DUQUE & DESCOUTEAUX, 2014).   

  As citocinas ligam-se a receptores de membrana específicos de outras células, e 

podem exercer um efeito autócrino (quando é capaz de agir sobre as próprias células que a 

produzem), parácrino (quando age em células vizinhas às que a produzem) ou endócrino 

(quando age em células distantes ao seu local de produção), podem ser pleiotrópicas (agem 

em diferentes tipos celulares) e redundantes (diferentes citocinas possuem a mesma função) 

(STOW & MURRAY, 2013).  

 Estas moléculas orquestram uma variedade de processos, como regulação da 

inflamação local e sistêmica, regulação positiva ou negativa de vários genes e de seus fatores 

de transcrição, produção de outras citocinas, proliferação celular, aumento no número de 
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receptores de superfície para outra moléculas, e/ou, eventualmente, na supressão do próprio 

efeito da citocina (TABELA 3)  (DUQUE & DESCOUTEAUX, 2014). 

 Para que o sistema imune funcione adequadamente, a síntese e a liberação das 

citocinas devem ser reguladas. Elas podem aumentar (pró-inflamatórias) ou atenuar (anti-

inflamatórias) a resposta inflamatória. Algumas citocinas podem ter ações pró- (resposta tipo 

1) ou anti-inflamatórias (resposta tipo 2), de acordo com o microambiente no qual estão 

localizadas (BARROS DE OLIVEIRA et al, 2011 e LACY & STOW, 2011).  

 Dependendo do tipo de citocina a qual são expostos, os macrófagos passam a 

expressar propriedades funcionais especializadas e polarizadas, podendo ser classificados em 

dois espectros funcionalmente distintos: em macrófagos classicamente ativado (ou M1) ou 

macrófagos alternativamente ativadas (ou M2) (Figura 7) (CORNA et al,  2010 e LIU & 

UZONNA, 2012). 
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 Fonte: A autora, 2016. 

 

Tabela 3 – Citocinas importantes para macrófagos 
 

Citocina Célula (s)  

produtora (s) 

Célula alvo Ação Referências 

IL-1β Monócitos e 

macrófagos. 

Atua sobre o sistema 

nervoso central. 

Provoca vasodilatação e 

inflamação localizada, atrai 

granulócitos, aumenta à 

expansão e a diferenciação de 

células T CD4 e a produção de 

óxido nítrico.  

 

BARROS DE 

OLIVEIRA, 2011. 

IL-6 Monócitos, Células T 

e B. 

Células B maduras e 

fígado. 

Promove a maturação e 

ativação de neutrófilos e 

macrófagos, a diferenciação 

das células B e ativa as células 

T citotóxicas. Recrutamento 

de monócitos para a 

inflamação local e inibe a 

apoptose celular. 

 

HURST et al, 2001 e 

DUQUE & 

DESCOTEAUX, 2014. 

IL-8 Monócitos, 

macrófagos e outras 

células. 

 

Neutrófilos. Contribui para a infiltração de 

leucócitos no local da 

infecção. 

STEEVELS & 

MEYAARD, 2011. 

IL-12 Células dendríticas, 

macrófagos e células 

B e NK. 

Células T e NK. Ativa as células natural killer 

e induz a diferenciação de 

linfócitos T CD4+ naive em 

células T auxiliares, que são 

importantes na resposta contra 

patógenos intracelulares. 

 

VIGNALI & 

KUCHROO, 2014 e 

MA et al, 2015. 

TNF Monócitos, 

macrófagos e 

linfócitos T. 

Neutrófilo, endotélio, 

hipotálamo, fígado.  

Estimula a expressão ou 

liberação de moléculas de 

adesão, prostaglandina 2, fator 

ativador de plaquetas, 

glicocorticoides e 

eicosanóides e influencia a 

apoptose celular. 

 

BARROS DE 

OLIVEIRA, 2011. 

IFN- Células T, B e natural 

killer. 

Monócitos e endotélio. Inibição da proliferação de 

células que sintetizam IL-4, 

IL-5, IL-6, IL-10, IL-13. 

 

KIMA & SOONG, 

2013. 

IL-4 Células TCD4
+ 

e 

mastócitos. 

Células T, células B e 

endotélio. 

Determina o perfil da resposta 

imune tipo 2. Induz a 

proliferação e diferenciação de 

células B, aumenta a 

expressão de MHC-II. 

 

BARROS DE 

OLIVEIRA, 2011. 

IL-10 Monócitos, 

macrófagos e células 

T. 

Monócitos, macrófagos 

e células B. 

Regula o crescimento e/ou a 

diferenciação das células B, 

células natural killer, células T 

citotóxicas e T auxiliares, 

mastócitos, granulócitos, 

células dendríticas e 

queratinócitos.   

GAUTAM et al, 2011 

e MA et al, 2015. 
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 A ativação clássica de macrófagos é mediada por citocinas inflamatórias como IL-1β e 

IFN- e por produtos microbianos, como por exemplo, lipopolissacarídeo (LPS) sozinhos ou 

associados. Estes macrófagos classicamente ativados ou M1, apresentam um fenótipo pró-

inflamatório e/ou microbicida, produzindo e secretando citocinas e quimiocinas como IL-1β, 

IL-6, IL-12, IL-18, IL-23, TNF, CCL3, CXL9 e CXCL10, produzindo espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO); aumentando a expressão MHC de classe II e CD86. Os 

macrófagos M1 são capazes de apresentar antígenos para a célula T, além de possuir a 

capacidade fagocítica aumentada. Por apresentarem estas funções, os macrófagos M1 

participam como células indutoras e efetoras nas respostas imune do tipo 1 (Th1) que são 

importantes no controle de parasitos intracelulares e tumores (LIU & UZONNA, 2012; 

TOMIOKA et al, 2012; GABUNIA & AUTIERI, 2014 e GUHA et al, 2015). 

 Em contraste à ativação clássica, a ativação alternativa de macrófagos é induzida por 

citocinas do tipo 2 (Th2), IL-4 e IL-13 ou glicocorticóides. Os macrófagos M2 são 

importantes no processo de cicatrização, remodelação de tecidos e regulação da inflamação 

(FERRANTE & LEIBOVICH, 2011; DAVIES et al, 2013 e TIAN & CHEN, 2015).  

 Portanto, macrófagos alternativamente ativados (M2) apresentam fenótipos diferentes, 

de acordo com o estímulo e função, podendo ser subdividido em várias subpopulações, tais 

como M2a, M2b e M2c  (Figura 7).  

 A produção de IL-4 e IL-13, geradas como parte de um resposta tipo 2, estimula 

macrófagos a adquirirem um fenótipo M2a. Estes macrófagos diminuem a produção de 

citocinas pró-inflamatórias e consequentemente a resposta contra patógenos intracelulares, 

além da redução da sua atividade fagocítica. Os macrófagos M2a produzem mediadores anti-

inflamatórios tais como, IL-10 e TGF-β que irão equilibrar a resposta imune do hospedeiro 

(JONES & RICARDO, 2013). 

 O fenótipo M2b é induzido por uma combinação de LPS, imunocomplexos, células 

apoptóticas e IL-1Ra. Estes macrófagos secretam elevados níveis de IL-10 e baixos níveis de 

IL-12, mas também citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α, IL-1β, IL-6 e a quimiocina 

CCL1 que está envolvida no recrutamento seletivo de células Tregs e eosinófilos, além de 

expressar iNOS (LABONTE, 2014).  

 Os macrófagos com o fenótipo M2c são induzidos por glicocorticóides, IL-10 e TGF-

β. Macrófagos M2c promovem o desenvolvimento de linfócitos Th2 e Tregs. Estes 

macrófagos também expressam altos níveis de arginase e promovem a regeneração de tecidos 

e a angiogênese (TOMIOKA 2012 e DUQUE & DESCOTEAUX, 2014). 
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Figura 7 –  Heterogeneidade e sistema de classificação dos macrófagos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Legenda: Classificação de macrófagos com base na ativação "clássica" (M1) e na ativação "alternativa" (M2). 

Macrófagos M1 são ativados por estímulos pró-inflamatórios tal como o IFN-γ que irá induzir a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e moléculas microbicidas como, espécies reativas de 

nitrogênio (RNS) e oxigênio (ROS) que medeiam as funções de defesa do hospedeiro. Os macrófagos 

assumem um estado de ativação alternativo em resposta a exposição a IL-4 / IL-13 e caracterizam-se 

pela expressão do receptor de manose (MRC1) e liberação de citocinas anti-inflamatórias, tais como, 

IL-10 que medeiam  uma respostas tipo 2. Considerando a diversidade dentro da categoria alternativa, 

os macrófagos foram subclassificação em  M2a, M2b e M2c, onde cada um apresenta fatores 

indutores, produção de citocinas e funções características.  

Fonte: adaptado de Jones & Ricardo, 2013. 

 

 

 

 Os macrófagos são, portanto, células importantes para a manutenção da homeostasia. 

Quando a sua ativação não é equilibrada estas células contribuem para o desenvolvimento e 

amplificação da inflamação. Os macrófagos também apresentam um papel central nas 

respostas inata e adquirida, portanto, as respostas envolvidas nas doenças e patógenos 

depende de como ele será ativado (GUHA et al, 2015).  
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3.4 Importância da modulação de macrófagos para o controle da leishmaniose 

 

 

 As células dendríticas e os macrófagos, desempenham papéis importantes na resposta 

imune inata e adquirida na infecção por Leishmania. Como vimos, o macrófago é a célula 

hospedeira da Leishmania, sendo a susceptibilidade e a resistência à infecção dependente de 

como ele será ativado (LIU &UZONNA, 2012 e GUHA et al, 2015). 

 Os macrófagos, como uma das células apresentadoras de antígeno (APCs), 

desempenham um papel crucial na eliminação de agentes patogênicos intracelulares, pois 

reconhecem os patógenos, opsonizados ou não, fagocitando-os e degradando-os para 

posteriormente apresentar os antígenos aos linfócitos T. A interação dos macrófagos com as 

células T e sequencialmente os sinais co-estimuladores (ligação de CD28 e receptor B7), 

resultam em sua ativação além de estimular a produção de citocinas e quimiocinas. As células 

T, por sua vez irão modular a atividade de macrófagos auxiliando na eliminação e/ou no 

controle de patógenos intracelulares. Assim, o macrófago além de atuar na resposta inata, 

também atua como célula efetora da resposta adaptativa (KHAN et al, 2012; VIEIRA et al, 

2013 e XU & BANCHEREAU, 2014). 

 A resposta imune contra Leishmania está associada a resposta tipo 1. O IFN-γ, 

estimula  a enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS ou NOS2), que degrada a L-arginina 

promovendo a produção óxido nítrico, que mata os parasitos, além da geração de espécies 

reativas de oxigênio (ROS). Por outro lado, a ação das citocinas IL-4, IL-10 ou IL-13, 

produzidas por uma resposta tipo 2, desativam o mecanismo microbicida de macrófagos, pois 

ativam a arginase 1 que compete com iNOS pela L-arginina resultando na produção de 

poliaminas favorecendo então, o crescimento de parasitos intracelulares (Figura 8) (DUTRA 

et al, 2010 e RASOLZADEH et al, 2015). 
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Figura 8 – Células dendríticas e macrófagos regulando a resposta imune contra a infecção por 

Leishmania. 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Legenda: Após a infecção, os macrófagos e células dendríticas fagocitam a Leishmania. As células dendríticas 

produzem IL-12, que é importante para a produção de IFN-γ que atuará sobre macrófagos infectados 

levando a sua ativação (ativação clássica), regulando também a iNOS e a produção de óxido nítrico 

e outros radicais livres que são importantes para matar os parasitos intracelulares. Em contraste, a 

produção de IL-4 e IL-13 por outros tipos de células (incluindo queratinócitos e células do tipo 2), 

leva a regulação da atividade da arginase, a ativação alternativa de macrófagos e a produção de 

poliaminas favorecendo o crescimento e proliferação do parasita intracelular.  

Fonte: Adaptado de Liu & Uzonna, 2012. 
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4 TRATAMENTO CONTRA LEISHMANIOSE 

 

 

 A OMS considera a leishmaniose como uma das principais doenças negligenciadas no 

mundo. Os fármacos disponíveis, para o tratamento da leishmaniose (TABELA 4), não 

podem ser considerados ideais devido à sua elevada toxicidade, a longa duração do tratamento 

e pelo desenvolvimento de reações adversas graves, que muitas vezes levam ao paciente 

abandonar o tratamento. Além disso, os fármacos mais comumente usados não eliminam 

completamente os parasitos de todos os indivíduos infectados (MENEZES et al, 2015). 

 Um dos fármacos de primeira escolha para a leishmaniose é o Antimonial pentavalente 

(antimoniato de N-metilglucamina – Sb). O antimônio é indicado para o tratamento de todas 

as formas de leishsmaniose tegumentar e visceral, porém seu mecanismo de ação ainda não 

está totalmente estabelecido.  O efeito sobre a forma amastigota intracelular depende da 

redução do antimônio pentavalente em trivalente, dentro do macrófago. Devido à acumulação 

nos tecidos, os antimoniais podem causar efeitos adversos graves, como vômitos, náuseas, 

anorexia, mialgia, dor abdominal, dor de cabeça, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, artralgia, 

letargia e em alguns casos arritmia cardíaca (GOTO & LINDOSO, 2010 e TIUMAN et al, 

2011). 

 Os fármacos de segunda escolha são Anfotericina B, Pentamidina, Paramomicina e 

Miltefosina. 

 A administração da Anfotericina B é intravenosa e as reações são calafrios, febre, 

associada à miocardite e nefrotoxicidade. Algumas formulações da Anfotericina B (o 

complexo de lípido, forma coloidal e a forma lipossomal) foram desenvolvidas para reduzir os 

efeitos adversos e melhorar a farmacocinética e biodisponibilidade do fármaco, já que este 

apresenta uma toxicidade elevada. Embora apresentando uma menor toxicidade, estas 

formulações alternativas têm limitações, como por exemplo, o alto custo e a instabilidade a 

temperaturas mais altas (o que exige refrigeração). O mecanismo de ação envolve sua ligação 

ao ergosterol, principal esterol presente na superfície da Leishmania, com consequente 

alteração de permeabilidade de membrana e do equilíbrio osmótico do parasito (MINODIER 

& PAROLA, 2007; MUKHERJEE et al, 2010 e CROFT & OLLIARE, 2011). 

 Ainda nos fármacos de segunda escolha, encontramos a Pentamidina que é 

recomendada principalmente quando a terapêutica é combinada a outros tratamentos e 

fármacos como, por exemplo, com o antimônio. A Pentamidina, também apresenta alta 

toxicidade e desencadeia importantes efeitos adversos, tais como a hipoglicemia grave, 
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hipotensão, miocardite e toxicidade renal. Sua interferência se dá sobre o DNA da Leishmania 

provavelmente modificando a morfologia do cinetoplasto, fragmentando a membrana 

mitocôndrial, levando à morte do parasito (BARRAL & COSTA, 2011 e SOTO et al, 2016). 

 A Paramomicina, um antibiótico, mostrou-se eficaz quer como monoterapia ou em 

combinação com outros fármacos no tratamento da leishmaniose visceral e leishmaniose 

tegumentar, principalmente no Velho Mundo. Pode ser bem tolerada, porém pode causar 

reações adversas graves, incluindo nefrotoxicidade, ototoxicidade e, mais raramente, 

hepatotoxicidade. O fármaco se liga as proteínas ribossômicas e desta forma induz uma leitura 

equivocada do mRNA, interferindo assim no complexo de formação dos peptídeos 

(SOARES-BEZERRA et al, 2004 e HENDRICKX et al, 2012). 

 A Miltefosina é administrada por via oral, sendo uma via importante para a 

autoadministração do fármaco pelos pacientes infectados. No entanto, seu uso é limitado para 

mulheres grávidas, uma vez que os efeitos secundários mais graves deste medicamento é a 

indução de teratogênese. Sua atividade sobre o parasito se deve a interação com lipídeos, 

fosfolipídeos e esteróis da membrana plasmática, bem como a interferência da funcionalidade 

de diferentes enzimas relacionadas com metabolismo de fosfolipídios, culminando na indução 

de apoptose nos parasitos (BARRATT & COLS, 2009 e MCGWIRE & SATOSKAR, 2013). 
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Tabela 4 – Fármacos utilizados no tratamento da leishmaniose 

Fármacos Via de 

administração 

Dosagem Toxicidade 

Antimoniais 

pentavalentes 

IV e IM 20mg/kg/dia 

(28–30 dias) 

Cardiotoxicidade grave, pancreatite, 

nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. 

Anfotericina B IV 0.75-1mg/kg/dia 

(15-20dias, dose diária 

ou alternada) 

Nefrotoxicidade grave (relacionado com a 

perfusão), hipocalemia e febre alta. 

Anfotericina B 

lipossomal 

IV 

 

10-30mg/kg dose total 

(Dose única 3-

5mg/kg/dose) 

Arrepios durante a infusão e nefrotoxicidade 

leve. 

Miltefosina Oral 100-150 mg/dia 

(28 dias) 

Vômitos e diarréia, nefrotoxicidade, 

hepatotoxicidade e teratogenicidade. 

Paramomicina IM (VL) ou 

Tópico (CL) 

 

15mg/dia (21 dias) 

ou 

20mg/kg (17 dias) 

Neurotoxicidade grave, ototoxicidade e 

hepatotoxicidade. 

Pentamidina IM 

 

3 mg/kg/dia 

(4 dias) 

 

Alta taxa de hiperglicemia, como um 

resultado de dano pancreático; hipotensão, 

taquicardia e alterações no eletrocardiograma. 

Legenda: IV: administração intravenosa; IM: administração intramuscular  

Fonte: adaptado de Menezes et al, 2015 

 

 

 O arsenal terapêutico contra as leishmanioses é limitado e não existe um tratamento 

único, que seja eficaz para todas as espécies de Leishmania ou manifestação clínica da 

doença. Alguns compostos com potencial quimioterápico têm sido investigados no Novo 

Mundo com o objetivo de delinear o papel de substâncias que possam modular a resposta 

imune, a fim de controlar a doença. O potencial de substâncias imunomoduladoras no 

tratamento experimental da leishmaniose, ganhou impulso com a descoberta da atividade 

leishmanicida de Imiquimode (CHOUHAN et al, 2014). 

 Imiquimode, um antineoplásico, foi aprovado pela agência americana Food and Drug 

Administration (FDA) para o tratamento de verrugas genitais causadas por papilomavírus 

humano. De uso tópico, o Imiquimode inicia uma reação imunitária local, resultando na 

resolução da infecção e regressão da lesão causada pelo vírus. Como o Imoquimode modula 

as células do sistema imune, incluindo macrófagos, que são as células hospedeiras de espécies 
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de Leishmania, testes em pacientes infectados por L. peruviana e contra L. donovani e L. 

major foram realizados in vitro e in vivo para analisar a ação desta substância. Para estes 

testes, Imiquimode foi utilizado em associação com outras substâncias e medicamentos (S-

28463 e Glucantime®) (BUATES & MATLASHEWSKI, 1999 e AREVALO et al, 2001). 

 In vitro, o Imiquimode induziu a expressão do gene da enzima óxido nítrico sintase 

(iNOS) e a liberação de óxido nítrico estimulando a atividade leishmanicida. In vivo, o 

tratamento tópico com Imiquimode reduziu significativamente as lesões, em relação ao 

controle, causadas por L. major. O resultado da análise das células mononucleares do sangue 

periférico dos pacientes infectados por L. peruviana, mostrou que Imiquimode é um potente 

indutor de citocinas, tais como IFN- e TNF-α (BUATES & MATLASHEWSKI, 1999 e 

AREVALO et al, 2001). 

 Dos fármacos já utilizados contra leishmaniose, a Anfotericina B, Miltefosina e 

Glucantime® apresentam ação direta sobre a Leishmania spp e possuem ação 

imunomoduladora que contribui para seu efeito anti-Leishmania. A Anfotericina B é capaz de 

contornar a resposta imunossupressora induzida por Leishmania no hospedeiro induzindo a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-12 e TNF-α juntamente com o NO. A 

miltefosina induz uma resposta imune tipo 1 com aumento de IFN- e IL-12 e produção de 

NO (MUKHERJEE et al, 2010). Os estudos de Muniz-Junqueira & De Paula-Coelho sugerem 

que o antimoniato de meglumina age também aumentando a capacidade fagocítica dos 

macrófagos e a sua produção de superóxidos, TNF-α e óxido nítrico (MUNIZ-JUNQUEIRA 

& PAULA-COELHO, 2008; WADHONE et al, 2009 e MURKHERJEE et al, 2010). 

 A associação de fármacos a outros compostos e substâncias também já vem sendo 

utilizado em tratamentos contra a leishmaniose. Alguns estudos têm utilizando o Bacilo de 

Calmette-Guerin (BCG) e Monofosforil-lípidio A (MPL), que são dois imunoestimulante, 

como adjuvantes, pois ambos aumentam a resposta mediada por células. O BCG é um 

imunomodulador que estimula vários receptores Toll-like (TLRs), o que pode potencializar a 

resposta imune do tipo 1. Smrkovski & Larson (1977), mostraram que BCG pode proteger 

camundongos contra a leishmaniose visceral, diminuindo a carga parasitária, e que tem sido 

muito utilizado como adjuvante em ensaios de eficácia no campo de vacinas contra a 

leishmaniose (revisado por NOAZIN et al, 2008).  

 MPL, o derivado não tóxico de lipopolissacarídeo (LPS) de Salmonella minnesota é 

um adjuvante seguro e bem tolerado aprovado para uso humano, este ativa a resposta de 

células T efetoras. Vários estudos de imunização incluindo Leishmania, malária, vírus do 

papiloma humano (HPV), o vírus da Hepatite B (HBV), tuberculose e HIV com diferentes 
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formulações de MPL estabeleceram a segurança e a eficácia deste adjuvante promissor 

(RAVINDRAN et al, 2010) 

 Entre os recursos naturais, a atividade biológica de extratos vegetais, tem sido 

atribuída às substâncias e moléculas pertencentes a diferentes grupos químicos, tais como: 

flavonóides, isoflavonas, alcalóides e quinonas, também são conhecidas pela ação 

imunomoduladora (TIUMAN et al, 2011; NAGLE et al 2014; MENEZES et al, 2015 e 

SAVOIA, 2015). 
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5 PTEROCARPANOQUINONA – LQB-118 

 

 

A LQB-118, faz parte de um grupo de substâncias sintetizadas pelo Laboratório de 

Química Bioorgânica, Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais Walter Mors (NPPN), da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, a partir da hibridação molecular do lapachol, 

isolado de Tabebuia sp e do pterocarpano isolado de Petalostemon purpureus (Figura 9) 

(DA SILVA, 2009). 

 

 

Figura 9 – Síntese da pterocarpanoquinona 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 Legenda: (A) Lapachol isolado de Tabebuia sp; (B) Pterocarpano isolado de Petalostemon purpureus; (C) 

Pterocarpanoquinona LQB-118.  

Fonte: adaptado de De Sá Bacelar, 2010. 

 

 

O lapachol é uma naftoquinona e tem sido matéria prima para a síntese de muitas 

outras moléculas e várias atividades farmacológicas foram atribuídas a ele e a seus derivados 

semissintéticos, como atividade cercaricida (prevenção contra a penetração de cercárias de 

Schistosoma mansoni na pele); antimalárico (atividade contra eritrócitos parasitados por 

Plasmodium falciparum); ação moluscida (atividade contra caramujos Biomphalaria 

glabrata) e leishmanicida (TEIXEIRA et al, 2001; SILVA et al, 2003 e SALUSTIANO et 

al, 2009). 

O lapachol apresenta a capacidade de induzir o estresse oxidativo promovendo a 

formação intracelular de espécies reativas de oxigênio, como o peróxido de hidrogênio, o 

A) B) 

C) 
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ânion-radical superóxido e o radical hidroxila. Estas espécies podem danificar alguns 

componentes celulares importantes, tanto em células normais como em células cancerígenas 

(SILVA et al, 2003).  

 Os pterocarpanos são isoflavonóides isolados, principalmente, de leguminosas. Estes 

metabólitos atuam como mecanismo de defesa contra patógenos para as plantas. Alguns 

pterocarpanos, tais como 3,4-Diidroxi-8,9-metilenedioxipterocarpano e seus derivados têm 

demonstrado efeito citotóxico também para células de carcinoma humano (NETTO et al, 

2009). Estudos indicam que os isoflavonóides apresentam efeitos antimutagênicos, 

anticancerígenos, antiproliferativo, principalmente in vitro. Os isoflavonóides foram 

definidos classicamente como antioxidantes, isto é, compostos que podem proteger contra o 

estresse oxidativo ligada à inflamação e o risco de danos por radicais livres (BEZEK et al, 

2008).  

 A pterocarpanoquinona LQB-118 foi testada em linhagens de células cancerígenas e 

em células oriundas de pacientes com leucemia (Daudi, K562, K562-Lucena, Jurkat, 

Kasumi-1, MDR, HL60 e U937), sendo capaz de diminuir a viabilidade celular, induzir a 

externalização da fosfatidilserina, fragmentar o DNA, induzir morte celular por apoptose, 

aumentar a concentração de cálcio citoplasmático, inibir o ciclo celular, modular vias de 

sinalização associadas a fatores de transcrição, como FOXO3a e FOXM1, NF-kB. Sendo 

assim, a LQB-118 apresenta atividade antitumoral (SALUSTIANO et al, 2009; MAIA et al, 

2011; de SÁ BACELAR et al, 2013; de SOUZA REIS et al, 2013; MARTINO et al, 2014; 

NESTAL DE MORAES et al, 2014; de FARIA et al, 2015).  

Além da atividade antitumoral, a LQB-118 também apresentou atividade contra 

espécies de Leishmania. As formas promastigotas de L. amazonensis incubadas com LQB-

118 apresentaram um aumento na produção de ROS durante as primeiras horas, levando a 

um estresse oxidativo, resultando na alteração do potencial da membrana mitocondrial. 

Ribeiro e colaboradores também observaram, que a LQB-118 é capaz de induzir a morte por 

apoptose nas formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis 

(RIBEIRO et al, 2013).  

Em experimentos in vivo, camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis 

tratados com a LQB-118 por via oral, intralesional e intraperitoneal apresentaram uma 

redução da lesão e uma importante redução na carga parasitária, sem alterar marcadores 

sorológicos de toxicidade (CUNHA-JÚNIOR et al, 2011).  

Em estudos mais recentes, a LQB-118 mostrou-se eficaz no modelo de leishmaniose 

visceral experimental, em camundongos infectados por L. infantum, reduzindo a carga 
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parasitária no fígado e no baço, com efeito dependente da dose utilizada e sem induzir 

alterações nos sinais clínicos avaliados e nas análises histopatológicas do esôfago, estômago, 

intestino delgado, pulmões, coração e rins (CUNHA-JUNIOR et al, 2016). 

Em L. (V). braziliensis o efeito antiparasitário foi avaliado sobre o crescimento in vitro 

das formas promastigotas e sobre amastigotas intracelulares em macrófagos peritoneais de 

camundongos Swiss. A ação da LQB-118 inibiu significativamente o crescimento das 

formas amastigotas intracelulares e promastigotas de maneira dependente da dose, sendo a 

ação irreversível de acordo com a concentração. A LQB-118 foi capaz de induzir a 

externalização de fosfatidilserina em promastigotas e também promoveu o aumento da 

fluorescência nas duas formas evolutivas da Leishmania quando comparadas aos controles, 

demonstrando a indução de fragmentação do DNA do parasito. Esta substância também foi 

capaz de modular a resposta dos macrófagos infectados por 24 horas aumentando de forma 

dose-dependente a IL-12 e NO, mantendo constante TNF. Esses dados indicam que a LQB-

118 é capaz de modular o macrófago para um estado pró-inflamatório que pode contribuir 

para a ação leishmanicida (COSTA, 2011).  

Em um ensaio piloto, in vivo, utilizando hamters como modelo experimental, 

observamos uma redução significativa do tamanho das lesões nos animais tratados com 

LQB-118 intralesional (p<0,001) e no grupo tratado pela via oral (p<0,05) quando 

comparado com o controle (COSTA, 2011). 
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6 JUSTIFICATIVA 

 

 

Apesar da importância da L. (V) braziliensis, os estudos com esta espécie em particular 

são escassos. Isso se deve principalmente às dificuldades em cultivá-la e em mantê-la em 

animais de experimentação.  

O modelo experimental proposto nesse estudo, o hamster, é considerado um bom modelo 

para infecção por L. (V) braziliensis permitindo uma razoável correlação com a infecção 

humana. E também, o estudo usando as células mononucleares do sangue periférico humano 

permitirá conhecer a capacidade antiparasitária e imunomoduladora da substância ao 

analisarmos a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias.  

A molécula estudada (o protótipo LQB-118) já mostrou, em trabalhos realizados, ter 

atividade terapêutica em camundongos infectados com L. amazonensis. Portanto a 

demonstração do efeito em outra espécie de Leishmania, particularmente a L. (V) braziliensis 

pela sua relevância epidemiológica, tem grande importância para ratificar o potencial 

terapêutico na leishmaniose. Além disso, o estudo no modelo hamster será uma etapa 

importante para compor os ensaios pré-clínicos dessa molécula. 
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7 OBJETIVOS 

 

 

Geral 

Estudar a capacidade da pterocarpanoquinona LQB-118 modular a função microbicida 

de macrófagos e avaliar sua ação terapêutica em hamsters infectados com Leishmania 

(Viannia) braziliensis. 

 

 

Específicos 

 

I HAMSTER 

1 – Atividade da LQB-118 sobre a célula hospedeira – Macrófagos – In vitro 

a) Analisar os efeitos da LQB-118 sobre macrófagos – Viabilidade celular; Potencial da 

membrana mitocondrial e Capacidade fagocítica dos macrófagos pré-tratados; 

b) Avaliar a produção de radicais tóxicos – Óxido Nítrico (NO) e de Espécies Reativas de 

Oxigênio (ROS); 

 

 

2 – Atividade da LQB-118 sobre amastigotas intracelulares de Leishmania (V) 

braziliensis – In vitro 

a) Analisar a atividade sobre amastigotas intracelulares – Macrófagos tratados antes e após 

infecção; 

b) Avaliar a sobrevivência das amastigotas intracelulares;  

c) Analisar a atividade leishmanicida da LQB-118 por detecção da fragmentação do DNA in 

situ; 

 

 

3 – Atividade terapêutica da LQB-118 in vivo 

a) Estabelecer o melhor esquema de tratamento – Tratamento após uma semana de infecção; 

Tratamento após lesão estabelecida e Tratamento antes da infecção; 

b) Avaliar os seguintes parâmetros – Tamanho da lesão; Reação intradérmica ao antígeno de 

L. (V) braziliensis; Carga parasitária – Pata e Linfonodo (Unidades arbitrárias e 

Parasito/Grama) e Marcadores sorológicos de toxicidade. 
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II HUMANO 

1 – Estabelecer protocolo de cultivo e infecção em macrófagos humanos 

 

 

2 – Atividade da LQB-118 sobre a célula hospedeira – Macrófagos – In vitro 

a) Analisar os efeitos da LQB-118 sobre macrófagos – Viabilidade celular;  

b) Avaliar a produção de radicais tóxicos – Óxido Nítrico (NO); 

 

 

3 – Atividade da LQB-118 sobre amastigotas intracelulares de Leishmania braziliensis – 

In vitro 

a) Analisar a atividade sobre amastigotas intracelulares – Macrófagos tratados antes e após 

infecção; 

b) Avaliar a sobrevivência das amastigotas intracelulares; 

 

 

4 – Avaliar a produção de citocinas por macrófagos humano 
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8 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

8.1 Aspectos éticos 

 

 

 Para a realização dos estudos de modulação e ação terapêutica, os modelos escolhidos 

foram macrófagos peritoneais de Hamster golden (Mesocricetus auratus) e oriundos do 

sangue periférico humano.  

 Os estudos realizados com o modelo hamster foram aprovados pela Comissão de ética 

para cuidado e uso de animais experimentais sob o Protocolo n° CEUA/027/2013- IBRAG-

UERJ. E, para os estudos com células humanas, foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa em seres humanos do Hospital Universitário Pedro Ernesto da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro (CEP: 499.945). 

 

 

8.2 Obtenção e manutenção do parasito  

 

 

 A espécie de estudo neste trabalho foi a Leishmania (Viannia) braziliensis cepa cão 

Thor (MCAN/BR/98/R619), isolada pela Drª Maria de Fátima Madeira do IPEC e 

gentilmente cedida pela Drª Lea Cisne (Fundação Oswaldo Cruz – Rio de Janeiro, RJ). 

Os parasitos foram reisolados sistematicamente a partir de lesões de hamsters 

infectados e as formas promastigotas foram mantidas em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich) 

suplementada com 20% de soro fetal bovino inativado (Cultilab), a 28°C com repiques 

semanais até a quarta passagem. 

 

 

8.3 Pterocarpanoquinona LQB-118 

 

 

 A síntese da pterocaroanoquinona LQB-118 foi realizada pelo grupo do Profº Paulo 

Roberto Ribeiro Costa do Laboratório de Química Biorgânica (LQB) do Núcleo de Pesquisas 

de Produtos Naturais (NPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A LQB-118 
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foi solubilizada em DMSO (Sigma-Aldrich – D4540) para a preparação da solução estoque na 

concentração de 160mM, a partir da qual foram feitas diluições com meios RPMI (Sigma, 

Sant Louis, USA) para uso nos experimentos. A concentração final máxima de DMSO nas 

culturas de células não ultrapassou 0,02%. 

 

 

8.4 Isolamento de macrófagos  

 

 

8.4.1 Obtenção de monocamadas de macrófagos de Mesocricetus auratus (hamsters golden) 

 

 

 Os hamsters sem infecção foram eutanasiados em câmaras de CO2 e os macrófagos 

foram obtidos através de lavagem da cavidade peritoneal destes animais utilizando 10mL de 

meio de cultura RPMI gelado. Após aspiração as células foram mantidas em gelo, contadas 

em câmara de Neubauer, a concentração ajustada para 2x10
6
/mL e distribuídas sobre 

lamínulas de vidro redondas dispostas em placas de 24 poços (500µL/poço) e incubadas a 

37°C em atmosfera de CO2 a 5% por uma hora para aderência. Após este período as células 

não aderentes foram removidas por lavagem com PBS a 37°C. 

 

 

8.4.2 Isolamento de PBMC humano e diferenciação em Macrófagos  

 

 

O sangue periférico de doadores saudáveis, com idade mínima de 18, foi coletado 

utilizando seringas de 10mL contendo anticoagulante (heparina). Foram excluídos indivíduos 

que tenham estado doentes apresentado febre, resfriado, crises alérgicas ou que tenham usado 

antibióticos e/ou anti-inflamatórios até quinze dias antes da coleta.  

Os doadores foram previamente informados sobre os objetivos da pesquisa e 

receberam o formulário do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que foi assinado por 

todos os doadores e pesquisadores antes da coleta de sangue. 

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir do 

sangue de dadores saudáveis como descrito acima.  
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O sangue foi diluído em PBS na proporção de 1:1 e transferido para tubos cônicos 

(50mL) contendo Ficoll-Hypaque (Sigma), também na proporção de 2:1, onde foram 

centrifugados a 660g por 30 minutos, sem aceleração e freio, a 4ºC.  

A camada de PBMC obtida entre a mistura de Ficoll-Hypaque e o plasma foi removida 

e transferida para novos tubos cônicos, sendo lavada com 20mL de meio RPMI 1640. Depois 

de uma nova centrifugação a 399g por 5 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet foi ressuspenso em 5ml de meio RPMI 1640 e o número de células foi quantificado em 

câmara de Neubauer. 

PBMCs foram distribuídas em placa de cultura de 24 poços, contendo lamínulas 

redondas na concentração de 2x10
6
 células/ml e incubados a 37ºC com em atmosfera de CO2 

a 5% durante 72 horas, tempo este estimado para a diferenciação de monócitos em 

macrófagos e, em seguida, as células não aderentes foram removidas por lavagem com PBS.  

 

 

8.5 Efeito da LQB-118 sobre macrófagos 

 

 

Para avaliar o efeito da LQB-118 as monocamadas de macrófagos já aderidos foram 

tratadas de duas formas: 

a) Tratamento com LQB-118 pós-infecção – Consiste em macrófagos infectados e 

tratatodos por 48 horas após a infecção. 

b) Pré-tratamento com a LQB-118 – Consiste no tratamento de macrófagos por 24 

horas antes da infecção com L. (V) braziliensis. 

 

 

8.5.1 Ensaio de viabilidade celular 

 

 

A avaliação da citotoxicidade em macrófagos foi realizada utilizando o MTT (brometo 

de 3-(4,5 dimetil-2 tiazolil)-2,5-difenil 2H-tetrazólio) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), 

de acordo com as instruções do fabricante.  

Macrófagos peritoneais de hamster e as PBMCs foram distribuídas em placa de cultura 

de 96 poços, na concentração de 2x10
6 

células/mL e após a aderência e diferenciação de 

monócitos em macrófagos, foram incubadas com diferentes concentrações de LQB-118 (0 a 
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200µM) durante 48 horas a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%. Após este período, foram 

adicionados 20µl de MTT (5mg/ml) e a placa foi incubada durante 3 horas a 37°C em 

atmosfera de CO2 a 5%. Posteriormente a placa foi submetida a centrifugação por 10 minutos 

a 1562g, o sobrenadante foi retirado e foram adicionados 150µL de DMSO para solubilizar os 

cristais de formazan. Em seguida a absorbância foi medida a 570nm. 

 

 

8.5.2 Avaliação da produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

 A avaliação da produção de óxido nítrico (NO) foi realizada indiretamente pela 

dosagem de nitrito (NO
-

2
) nos sobrenadantes das culturas de macrófagos utilizando o método 

de Griess (Green et al, 1982). Em uma placa de 96 poços foram distribuídos 100µL de cada 

amostra a ser analisada e como controle foi utilizado uma curva com diferentes concentrações 

de nitrito de sódio (NaNO2) diluído em RPMI. Foram acrescentados então 100µL do reagente 

de Griess (Solução A – 0,1g de N-(1 – naftil) etilene-diamine diidrocloride e Solução B – 2-

aminobenzenesulfonamida), na proporção de 1:1 e as amostras foram incubadas por 15 

minutos, no escuro e em temperatura ambiente. Após o tempo decorrido as amostras foram 

analisadas em leitor de microplacas em uma densidade óptica de 492 nm. 

 

 

8.5.3 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

 

 

 A cinética de produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi adaptada de 

Fonseca-Silva e colaboradores (Fonseca-Silva et al, 2011). As monocamadas de macrófagos 

(obtidas como descrito no item 8.4.1 e 8.4.2), aderidas em placas de 96 poços, foram 

infectadas ou não com promastigotas de L. braziliensis, na fase estacionária e tratadas com 

diferentes concentrações de LQB-118. Após o término do tratamento os poços foram lavados 

2 vezes com PBS e a placa foi incubada por 30 minutos com H2DCFD (2’,7’-diacetato de 

diclorodidiidrofluoresceína) (Invitrogen, Eugene, USA) que indica a produção de espécies 

reativas de oxigênio. 
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 Após o tempo necessário, a placa foi levada ao espectrofluorímetro (Spectra Max M2 - 

Molecular Devices, Silicon Valley, USA) com comprimento de onda de excitação de 507nm e 

onda de emissão de 530nm. O resultado foi expresso como unidade relativa de fluorescência. 

Este ensaio foi realizado no Laboratório de Bioquímica de Tripanosomatídeos do Instituto 

Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.  

 

 

8.5.4 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (m) 

 

 

 O potencial de membrana mitocondrial foi analisado utilizando a sonda fluorescente 

JC-1 (Sigma-Aldrich), como descrito por Ribeiro e colaboradores (Ribeiro et al, 2013).  

 Para determinar o efeito da LQB-118 sobre o potêncial da membrana mitocondrial 

(m), a monocamada de macrófagos na concentração de 2x10
6
 células/mL, foram cultivadas 

com LQB-118 em diferentes concetrações (0 a 200µM)  durante 48 horas em atmosfera de 

CO2 a 5%. Após 48 h, as células foram incubadas durante 10 min com a sonda fluorescente 

JC-1 (100µg/mL/poço) (Sigma-Aldrich), os controles foram macrófagos incubados com meio 

RPMI suplementado com 10% de soro na presença ou não de 0,02% de DMSO e como 

controle negativo, os macrófagos foram incubados com 2mM de FCCP (carbonil cianeto p-

trifluormetoxifenilidrazona, um protonóforo desacloplador do potencial de membrana 

mitocondrial). Após, a lavagem foi realizada utilizando a solução salina equilibrada de Hanks 

(HBSS) e a fluorescência foi medida em espectrofluorímetro (Spectra Max M2 - Molecular 

Devices, Silicon Valley, USA) nos seguintes comprimentos de onda de emissão, 530 e 590 

nm, utilizando 485 nm como o comprimento de onda de excitação. A relação entre a 

fluorescência vermelha e verde (ou seja 590/530 nm) determinou o m (Reers et al. 1995). 

Este ensaio foi realizado no Laboratório de Bioquímica de Tripanosomatídeos do Instituto 

Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. 
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8.5.5 Capacidade fagocítica 

 

 

A fim de avaliarmos a capacidade fagocítica dos macrófagos,  as monocamadas de 

macrófagos de hamsters foram dispostas em lâminas LAB-TEK (Nunc, Nova Iorque, USA) e 

incubadas com diferentes concentrações da LQB-118 diluídas em RPMI e suplementada com 

10% de soro durante 24 horas a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%. Controles foram incubados 

com meio RPMI suplementado com 10% de soro na presença ou não de 0,02% de DMSO ou 

incubados com LPS a 1mg/ml . Após o tempo de 24 horas, as monocamadas foram lavadas 

com PBS morno (37ºC) e foram incubados com esferas de látex (17154-beads 

Polysciences,inc) revestidas com FIT-C na concentração de 1x10
7
/mL, foram adicionadas as 

monocamadas por 3 horas. As monocamadas foram lavadas três vezes com PBS e analisadas 

e fotografadas em microscópio de fluorescência (Nikon eclipse 80i). 

 Os resultados foram expressos como índice de fagocitose contando no mínino cem 

macrófagos por lamínula, usando para isso a equação: % de macrófagos com beads x número 

de beads/número total de macrófagos. 

 Para calcular a atividade fagocítica (%) apenas os macrófagos com beads foram 

analisados. 

 

 

8.5.6 Avaliação da produção de citocinas  

 

 

 A avaliação da produção de citocinas nos sobrenadantes foi realizada por citometria de 

fluxo pelo método Cytometric Bead Array (CBA) utilizando-se o kit Human inflammation 

(IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e IL-12p70 – BD Biosciences Pharmigen, CA, EUA) que se 

baseia no uso de esferas de poliestireno marcadas com diferentes graus de fluorescência, 

recobertas com anticorpos específicos, que são detectados por citometria de fluxo, sendo os 

resultados expressos em pg/mL. 

 Os tubos para aquisição foram preparados com os sobrenadantes ou os padrões de 

citocinas do kit, que foram incubados com microesferas de captura recobertas com anticorpos 

específicos para as respectivas citocinas e com o anticorpo de detecção conjugado com o 

ficoeritrina (PE) e as amostras foram incubadas por 3 horas à temperatura ambiente e com 

ausência de luz. O mesmo procedimento foi realizado para a obtenção da curva-padrão.  
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Depois do período de incubação foi adicionado a cada tubo 500 µL da solução de 

lavagem e foram centrifugados a 200g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o 

“pellet” foi ressuspendido em 300 µL de solução de lavagem e as amostras foram adquiridas 

em citômetro de fluxo (marca FACS Canto II) e a análise foi realizada utilizando o programa 

FCAP Array software específico para este kit. Este ensaio foi realizado no Laboratório de 

Imunopatologia do Departamento de Patologia, FCM-UERJ. 

8.6 Avaliação sobre formas amastigotas intracelulares 

 

 

8.6.1 Atividade da LQB-118 sobre formas amastigotas em macrófagos tratados após infecção 

 

 

 As monocamadas de macrófagos (obtidas como descrito no item 8.4.1 e 8.4.2) foram 

infectadas com promastigotas de L. (V) braziliensis, na fase estacionária, na proporção de 5 

parasitos/macrófagos durante quatro horas a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%. Após quatro 

horas de interação os parasitos que não foram internalizados, foram removidos com duas 

lavagens com PBS morno (37°C). A monocamada de macrófagos infectados foi incubada 

com diferentes concentrações da LQB-118, diluídas em RPMI e suplementada com 10% de 

soro fetal bovino por 48 horas, e a placa foi mantida a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%. Os 

controles foram macrófagos infectados cultivados em meio RPMI suplementado com 10% de 

soro com adição ou não de 0,02% de DMSO (Sigma-Aldrich).  

 As monocamadas de macrófagos infectados foram lavadas duas vezes com PBS a 

37°C, fixadas e submetida à coloração com Panótico (Laborclin). O número de amastigotas 

intracelulares por macrófago foi contado em microscópio (cem macrófagos por lamínula) e 

expresso como índice de infecção (% de macrófagos infectados x número de 

amastigotas/número total de macrófagos). 

 

 

8.6.2 Atividade da LQB-118 sobre formas amastigotas em macrófagos tratados antes da 

infecção 

 

 

 As monocamadas de macrófagos (obtidas como descrito no item 7.3.1 e 7.3.3) foram 

tratadas com concentrações da LQB-118, por 24 horas antes da infecção. Após o tempo de 24 
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horas, as monocamadas foram lavadas com PBS morno (37ºC) e infectadas com 

promastigotas de L. (V) braziliensis, na fase estacionária, na proporção de 5 

parasitos/macrófagos durante quatro horas a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%. Após quatro 

horas de interação os parasitos que não foram internalizados, foram removidos com duas 

lavagens com PBS morno (37°C) e a monocamada foi mantida a 37°C em atmosfera de CO2 a 

5%, por 48 horam com meio RPMI suplementado com 10% de soro. Os controles foram 

macrófagos tratados apenas com meio RPMI suplementado com 10% de soro com adição ou 

não de 0,02% de DMSO (Sigma-Aldrich), antes da infecção.  

 Após 48 horas os sobrenadantes foram coletados e congelados a -20°C, para posterior 

dosagem de nitrito e citocinas. As monocamadas de macrófagos foram lavadas duas vezes 

com PBS a 37°C, fixadas e submetida à coloração com Panótico (Laborclin). O número de 

amastigotas intracelulares por macrófago foi contado em microscópio (cem macrófagos por 

lamínula). 

 

 

8.6.3 Detecção in situ da fragmentação de DNA  

 

 

A detecção da fragmentação do DNA in situ foi realizada em formas amastigotas 

intracelulares utilizando a marcação pelo TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase 

(TdT)-mediated dUTP nick end labelling) de acordo com as instruções do fabricante  (In situ 

cell death detection Kit - Roche). 

Para avaliação em amastigotas, monocamadas de macrófagos de Mesocricetus auratus 

(hamsters golden) foram infectadas (5 parasitos/macrófagos) dispostas em lâminas LAB-TEK 

onde foram incubadas com diferentes concentrações da LQB-118 diluídas em RPMI e 

suplementada com 10% de soro durante 48 horas a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%.  

Controles foram incubados com meio RPMI suplementado com 10% de soro na presença ou 

não de 0,02% de DMSO.  

Após as 48 horas de incubação, as laminas foram fixadas com paraformaldeído a 4% 

por 10 minutos, lavadas uma vez com PBS e incubadas por mais 10 minutos com uma 

solução bloqueadora (3% de peróxido de hidrogênio e metanol). Após lavagem com PBS, as 

monocamadas foram permeabilizadas por dois minutos, no gelo, com solução contendo 0,1% 

de Triton x-100, 0,1% de Citrato de sódio e foram marcadas com a solução de TUNEL, por 1 

hora a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%, ambiente úmido e escuro. As monocamadas foram 
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lavadas três vezes com PBS e analisadas e fotografadas em microscópio de fluorescência 

(Nikon eclipse 80i). 

 

 

8.6.4 Sobrevivência de amastigotas intracelulares 

 

 

 Para avaliarmos a sobrevivência das amastigotas intracelulares, após a interação com 

L. (V) braziliensis e incubação por 48 horas com as concentrações de LQB-118, a 

monocamada de macrófagos foi lavada com PBS morno e reincubada com meio Schneider’s 

suplementado com 10% de soro fetal bovino por mais 48 horas a 27°C. Após a lise dos 

macrófagos, as formas promastigotas foram contadas em câmara de Neubauer. 

 

 

8.7 Ação terapêutica da LQB-118 em modelo experimental de infecção com Leishmania 

(Viannia) braziliensis. 

 

 

 Os animais foram separados de 5 a 6/grupo e infectados na pata traseira com 

promastigotas de L. (V) braziliensis na fase estacionária na concentração de 10
7
.   

 O tratamento foi realizado de três formas diferentes, como mostrado na FIGURA 10: 

 

 

A) Tratamento após uma semana de infecção 

 

 

 Após o sétimo dia de infecção cada grupo foi tratado durante oito semanas com LQB-

118 (solubilizada em DMSO) e administrada cinco vezes por semana por via oral (4,3 

mg/kg/dia), utilizando como veículo Oraplus. O grupo de animais controle foi deixado sem 

tratamento. O tamanho da lesão foi medido semanalmente com um paquímetro (Mitutoyo, 

Brasil). 

 

 

B) Tratamento após lesão estabelecida 

 

 

O tratamento com LQB-118 foi realizado, após a quarta semana de infecção, onde 

podiamos observar uma lesão característica de L. (V) braziliensis. 
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Cada grupo foi tratado durante cinco semanas com LQB-118 (solubilizada em DMSO) 

e administrada cinco vezes por semana por via oral (4,3 mg/kg/dia), utilizando como veículo 

Oraplus. O grupo controle foram animais não tratados. O tamanho da lesão foi medido 

semanalmente com um paquímetro (Mitutoyo, Brasil). 

 

 

C) Tratamento antes da infecção 

 

 

 Os animais foram tratamentos com LQB-118 durante três semanas, por via oral 

(4,3mg/kg/dia), antes da infecção. Após a terceira semana de tratamento, os animais foram 

infectados e o tamanho da lesão foi medida semanalmente por oito semanas.  

 Os grupos controles foram animais não tratados. O tamanho da lesão foi medido 

semanalmente com um paquímetro (Mitutoyo, Brasil), a partir da infecção. 

 

Figura 10 – Desenho experimental dos esquemas terapêuticos in vivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Delineamento experimental dos esquemas terapêuticos quanto ao momento do tratamento e análise da 

eficácia da molécula LQB-118 no controle da infecção por L. (V) braziliensis. 

Fonte: A autora, 2016. 
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8.7.1 Avaliação da resposta de hipersensibilidad tardia (DTH) 

 

 

Após as semanas de infecção e/ou tratamento, a  reação intradérmica ao antígeno de L. 

(V) braziliensis foi avaliada.  

Na pata traseira esquerda foi injetada 20µL de antigénio total (obtido por 

congelamento e descongelamento) correspondente a 2x10
6
 promastigotas. 

Vinte e quatro horas mais tarde, o inchaço da pata foi medida com paquímetro, e a 

reação intradérmica foi expressa como a diferença entre a espessura de injecção antes e 

depois. 

 

 

8.7.2 Avaliação da carga parasitária 

 

 

Os hamsters foram eutanasiados no final dos experimentos utilizando câmara de 

dióxido de carbono (CO2), e suas patas infectadas foram assepticamente excisadas, pesadas  e 

masseradas em meio Schneider’s (Sigma) contendo 20% de soro fetal bovino. A suspensão de 

células foi diluída em série e a carga parasitária foi estimada utilizando o ensaio de diluição 

limitante (Taswell 1984; Taswell 1981) após 7 dias.  Resumidamente, 20µL da suspensão de 

células foi diluído em 180µL de meio de Schneider’s e distribuído na microplaca de 96 poços 

em quadruplicata. A partir do primeiro poço, foram feitas diluições seriadas. As placas foram 

então incubadas a 27 °C e avaliados diariamente até observarmos a presença de parasitos. Os 

resultados foram obtidos a partir da média dos últimos quatro poços, onde observamos 

parasitos viáveis dividimos pelo peso dos fragmentos e, em seguida, o resultado foi expresso 

como o número de parasitos por grama de tecido. 

 

 

8.7.3 Toxicologia renal e hepática 

 

 

 A coleta de sangue para análise bioquímica foi realizada de acordo com o Manual de 

Utilização de Animais/ Fiocruz .  

As amostras de sangue dos hamster foram coletadas e incubadas em estufa 37°C para 

coagular e após 30 minutos foi centrifugada a 300g por 10 minutos para obtenção de soro. O 
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equipamento utilizado para os ensaios foi o Vitros 250 (Ortho Clinical - Johnson & Johnson), 

que se fundamenta na metodologia da bioquímica seca. Os seguintes parâmetros séricos foram 

analisados: alanino aminotrasferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), para verificar 

a função hepática. Além dos parâmetros creatinina e uréia para verificar a função renal.  

As análises foram realizadas através da Plataforma de Análises Clínicas de Animais de 

Laboratório da Fundação Oswaldo Cruz. 

 

 

8.8 Análise estatística 

 

 

 Todos os dados obtidos foram analisados pelo teste one way ANOVA de entrada única 

com pós-teste de Tunkey. A determinação da IC50 foi avaliada através de uma regreção linear 

logarítmica utilizando o programa “GraphPad Prism 5”. Valores de p iguais ou menores a 

0,05 foram considerados significativos.  
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9 RESULTADOS 

 

 

9.1 Atividade da LQB-118 sobre macrófagos (hamsters/humanos) 

 

 

 Dados anteriores do nosso grupo demonstraram que a LQB-118 é capaz de inibir o 

crescimento das formas promastigotas de L. (V) braziliensis e de diminuir o número de 

amastigotas intracelulares de macrófagos de camundongos infectados com L. (V) braziliensis 

e tratados por 48 horas com LQB-118. Macrófagos infectados e tratados com a LQB-118 por 

24 horas apresentaram um aumento na secreção de citocinas pró-inflamatórias como, IL-12 e 

TNF-α, além da produção de óxido nítrico. Também observamos que a LQB-118 foi capaz de 

induzir a externalização de fosfatidilserina em formas promastigotas e a fragmentação do 

DNA nas formas amastigotas, demonstrando a ação direta sobre o parasito induzindo-o à 

morte por apoptose.  

 Com o intuito de ampliar os estudos acerca do mecanismo de ação da LQB-118, 

avaliamos a sua capacidade de modular os macrófagos. Como estratégia, usamos macrófagos 

de hamsters e humanos. 

 

 

9.1.1 Avaliação da viabilidade celular 

 

 

 A fim de determinarmos a concentração da LQB-118 que poderia ser tóxica para a 

célula hospedeira, monocamadas de macrófagos obtidos de hamsters ou de humanos foram 

tratadas com diferentes concentrações da molécula por 48 horas. Após este período, a 

viabilidade das células foi analisada pela capacidade de redução do MTT. 

  A análise indicou que a partir da concentração de 25µM de LQB-118 os macrófagos 

de hamster apresentam perda da viabilidade, sendo mais acentuada na concentração de 

100µM (redução de 55%) (Figura 11A). A concentração de 29µM foi estimada como a LC50, 

em macrófagos de hamster. Em macrófagos oriundos de células mononucleares de sangue 

periférico humano a perda da viabilidade começa a partir da concentração de 20µM, sendo 

mais acentuada a partir da concentração de 80µM e a LC50 foi estimada em 21,8µM (Figura 

11B e D). 
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Figura 11 – Viabilidade dos macrófagos tratados com LQB-118 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Monocamadas de macrófagos peritoneais de hamster ou oriundas de sangue periférico humano foram 

incubadas com diferentes concentrações de LQB-118. Os macrófagos incubados com DMSO à 0,02% 

suplementado com 10% de soro fetal bovino durante 48h a 37°C/5%CO2 foram considerados como 

controles. Após esse período, o MTT foi adicionado e as culturas permaneceram por mais 3 horas em 

estufa a 37°C/5%CO2. Após foi acrescido 200 µL de DMSO 100% para solubilizar os cristais de 

formazam. A absorbância foi medida a 570nm. (A e B) Viabilidade celular e determinação da LC50 

(por regressão não linear) em macrófagos de hamsters (média ± SD, n=3). (C e D) Viabilidade celular 

e determinação da LC50 (por regressão não linear) de macrófagos oriundos de sangue periférico 

humano (média ± SD, n=5). *p<0,01; **p<0,001 e ***p<0,0001. 

Fonte: A autora, 2016. 
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9.1.2 Efeito sobre o potencial da membrana mitocondrial de macrófago 

 

 

 Para avaliar mais precisamente a toxicidade da LQB-118 sobre as culturas, 

investigamos a função mitocondrial de macrófagos de hamster após tratamento com a LQB-

118. 

 A perda do potencial de membrana mitocondrial () foi observada apenas a partir da 

concentração de 25µM, sendo observada uma despolarização expressiva a partir de 100µM, 

após 48 h de tratamento (Figura 12). Este dado corrobora com o resultado obtido nos testes 

de viabilidade celular, usando MTT, como visto na figura 11. 

 

Figura 12 – Efeito da LQB-118 sobre o potencial de membrana mitocondrial de macrófagos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Macrófagos peritoneais de hamster (2x10
6
 células/ml) foram incubados com LQB-118 por 48 horas a 

37ºC/5% de CO2. Como controles, foram utilizadas culturas de macrófagos incubadas com meio 

suplementados com 10% de soro na presença ou não de FCCP (um protonóforo desacloplador do 

potencial de membrana mitocondrial). As células foram incubadas durante 10 min com a sonda 

fluorescênte JC-1 e analisadas fluorometricamente. Os resultados são apresentados como média ± SD, 

n=3. *p< 0,05; **p< 0,01. 

Fonte: A autora, 2016. 
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9.1.3 Atividade da LQB-118 sobre ação anti-amastigotas intracelulares 

 

 

9.1.3.1 Atividade anti-amastigota – Macrófagos tratados após infecção 

 

 

Com o propósito de avaliarmos a ação da LQB-118 sobre a capacidade do macrófago 

de controlar a infecção por L. (V) braziliensis, incubamos as monocamadas infectadas (5 

parasitos/macrófagos) com diferentes concentrações da LQB-118 por 48 horas.  

A LQB-118 promoveu uma diminuição no índice de infecção. Em macrófagos de 

hamster infectados as concentrações de 5µM, 10µM e 20µM inibiram 0,8%, 75% e 88%, 

respectivamente, sendo a IC50 calculada em 7,6 ± 1,8µM (Figura 13A e B). Em macrófagos 

humano (Figura 13C e D), observamos também redução no índice de infecção de 31%, 52% 

e 81,5% nas concentrações de 5, 10 e 20µM respectivamente, sendo a IC50 calculada em 9,5 ± 

1,2µM. O Glucantime foi usado como um controle positivo em macrófagos humano a 1mg/ml 

e inibiu 67% do índice de infecção (dados não mostrados). 
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Figura 13 – Atividade da LQB-118 sobre amastigotas intracelulares  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Monocamadas de macrófagos peritoneais de hamster e oriundas de sangue periférico humano foram 

infectadas com L. (V) braziliensis na proporção de 5 parasitos/macrófago e submetidas ao tratamento 

com as concentrações indicadas de LQB-118 durante 48h a 37°C/5%CO2. Os controles foram tratados 

com meio suplementado com 10% de soro com ou sem DMSO a 0,02%. Após esse período as 

monocamadas de macrófagos infectados foram coradas com Panótico e o resultado expresso por 

índice de infecção (mínimo de 100 macrófagos/lamínula). (A e B) Índice de infecção e determinação 

da IC50 (por regressão não linear) de hamster (média ± SD, n=3).  (C e D) Índice de infecção e 

determinação da IC50 (por regressão não linear) macrófago humano (média ± SD, n=5). *p<0,001; 

**p<0,004; ***p<0,0006 e ***p<0,0001.  

Fonte: A autora, 2016. 
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9.1.3.2 Sobrevivência de amastigotas intracelulares 

 

 

Após avaliarmos a ação da LQB-118 nas formas intracelulares da L. (V) braziliensis, 

investigamos a sobrevivência dessas amastigotas remanescentes, pela sua capacidade de 

diferenciar em promastigotas.  

A monocamada de macrófagos infectada e tratada por 48 horas com a LQB-118, foi 

lavada com PBS e reincubada com meio Schnneider’s suplementada com 10% de SFB por mais 

48 horas a 27°C, para promover a diferenciação das amastigotas viáveis em promastigotas. 

A cultura foi observada diariamente e após 48 horas, os macrófagos romperam 

liberando as formas promastigotas que foram contadas. Em macrófagos de hamster o 

percentual de promastigotas foi de 13%, 2%, 0,8%, nas culturas que foram tratadas com LQB-

118 nas concentrações de 5, 10 e 20µM, respectivamente, quando comparadas ao controle 

(Figura 14A). Já em macrófagos humanos esse percentual foi de 70%, 45% e 10%, nas 

concentrações de 5µM, 10µM e 20µM, respectivamente, quando comparado ao controle 

(Figura 14B). 
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Figura 14 – Sobrevivência de amastigotas intracelulares 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Monocamadas de macrófagos peritoneais de hamster ou de sangue periférico humano infectadas com 

L. (V) braziliensis na proporção de 5 parasitos/macrófago e incubados com as concentrações de LQB-

118 indicadas. Culturas controles foram macrófagos infectados incubados ou não com DMSO a 

0,02% suplementado com 10% de soro fetal bovino durante 48h a 37°C/5%CO2. Após esse período a 

monocamada de macrófagos infectados foi lavada com PBS morno e incubada com meio Scheneider’s 

durante 48 horas em estufa de 27°C. As promastigotas foram contadas em câmara de Neubauer. (A) 

Macrófagos de hamster (média ± SD, n=3).  (B) Macrófagos humanos (média ± SD, n=5).  

**p<0,001. ***p<0,0001. 

Fonte: A autora, 2016. 
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9.1.3.3 Atividade anti-amastigota – Macrófagos tratados antes da infecção 

 

 

 Com o objetivo de avaliarmos se o tratamento prévio de macrófagos com a LQB-118, 

poderia modular a sua atividade anti-amastigota, incubamos as monocamadas de macrófagos 

de hamster ou de humano antes da infecção com L. (V) braziliensis com a LQB-118 em 

diferentes concentraçãoes.  

 O índice de infecção dos macrófagos de hamster infectados e pré-tratados com a LQB-

118, foi reduzido em 62%, 89% e 95%, nas concentrações de 5, 10 e 20µM, respectivamente 

(Figura 15A), enquanto nos macrófagos humanos foi de 61%, 71% e 79% para as 

concentrações de 5, 10 e 20µM, respectivamente (Figura 15B). 

 Observamos que o pré-tratamento dos macrófagos com LQB-118 aumenta 

consideravelmente a inibição da multiplicação das amastigotas a partir da menor concentação 

(5µM), da LQB-118 (TABELA 5). 

 

 

Figura 15 – Tratamento de macrófagos com LQB-118 antes da infecção 
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Figura 15 – Tratamento de macrófagos com LQB-118 antes da infecção 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Monocamadas de macrófagos peritoneais de hamster e oriundos de sangue periférico humano foram 

tratados com LQB-118 por 24 horas antes da infecção com L. (V) braziliensis (5 parasitos/macrófago). 

Após a infecção as células foram lavadas, infectadas e incubadas com meio de cultura RPMI 

suplementado com 10% de SFB por 48h a 37°C/5%CO2. Após esse período a monocamada de 

macrófagos infectados foi corada com Panótico e o número de amastigotas intracelulares contados por 

microscopia, sendo o resultado expresso por índice de infecção - mínimo de 100 macrófagos/lamínula. 

(A) Macrófagos peritoneais de hamsters (média ± SD, n=3). **p<0,0008 e ***p<0,0001. (B) 

Macrófagos humanos (média ± SD, n=5). *p<0,01; **p<0,001 e ***p<0,0003. (C) Tabela 

comparativa da porcentagem de inibição do crescimento de amastigotas. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5 – Comparação do tratamento antes e depois da infecção na inibição do índice 

de infecção 

                LQB-118 (µM) 5 10 20 

Tipo de M Hamster Humano Hamster Humano Hamster Humano 

Tratado após infecção 0,8% 31% 75% 52% 88% 81% 

Tratado antes da infecção 62% 61% 89% 71% 95% 79% 
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9.1.3.4 Detecção da fragmentação do DNA in situ  de amastigota 

 

 

 Em experimentos anteriores observamos que a LQB-118 era capaz de induzir a 

fragmentação de DNA e exposição de fosfatidilserina nas formas promastigotas de L. (V) 

braziliensis, sinais estes de morte celular por apoptose (COSTA, 2011). Sendo assim, 

investigamos se isso ocorreria em amastigotas intracelulares. Para tal, incubamos a 

monocamada de macrófagos de hamsters infectadas com LQB-118 por 48h, realizamos a 

técnica denominada “TUNEL” e visualizamos por de microscopia de fluorescência, a fim de 

detectarmos a fragmentação do DNA in situ.  

Na Figura 16 é possível visualizar que apenas as amastigotas foram 

fluorescentemente marcadas pela técnica de TUNEL, estando o DNA dos macrófagos intactos 

corados em azul (DAPI). Também é possível observar que mesmo na menor concentração de 

LQB-118 (5µM) e com a concentração correspondente a IC50 (7,5µM), ocorreu a 

fragmentação do DNA.   
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Figura 16 - Efeito da LQB-118 na indução da fragmentação de DNA do parasito 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Monocamadas de macrófagos de hamsters infectadas foram tratadas com as concentrações indicadas 

de LQB-118 e controles foram incubadas com ou sem DMSO a 0,02%. Após 48 horas as 

monocamadas foram marcadas com TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated 

dUTP nick end labelling) de acordo com as instruções do fabricante  (In situ cell death detection Kit - 

Roche) e DAPI. A cor verde nas imagens indica células TUNEL positivas e a cor azul indica células 

DAPI positiva. Fotos representativas de triplicadas de três experimentos independentes. As setas 

indicam amastigotas marcadas com TUNEL. N – Núcleo do macrófago. DIC – Campo claro. 

Fonte: A autora, 2016. 
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9.1.4 Análise da produção de radicais tóxicos  

 

 

9.1.4.1 Avaliação da produção de Óxido Nítrico (NO) 

 

 

Para avaliar se a LQB-118 era capaz de modular a produção de NO por macrófagos três 

sistemas foram testados: macrófagos tratados e sem infecção; macrófagos tratados (por 24 

horas – pré-tratamento) e infectados; e macrófagos infectados e tratados por 48 horas.  

Em macrófagos de hamsters observamos que houve aumento dose-dependente na 

produção de NO nos sobrenadantes de culturas de macrófagos tratados por 24 horas sem 

infecção. Já nos outros dois sistemas não observamos alteração quanto a produção de NO em 

relação ao controle (Figura 17A). 

Em macrófagos humanos observamos que a produção se manteve em níveis 

semelhantes ao controle nos três sistemas avaliados (Figura 17B). 
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Figura 17 – Efeito da LQB-118 sobre a produção de Óxido Nítrico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Macrófagos peritoneais de hamsters e oriundos do sangue periférico humano foram tratados por 24 

horas com a LQB-118 antes da infecção e tratados por 48 horas após a infecção e os sobrenadantes 

foram coletados e avaliados quanto à produção de NO. A dosagem foi realizada pelo método de 

Griess que detecta a presença de NO2- e a leitura realizada por espectrofotometria a 570nm. (A) 

Macrófagos peritoneais de hamsters (média ± SD, n=3).  *p<0,05. ***p<0,0001. (B) Macrófagos 

humanos (média ± SD, n=5).   

Fonte: A autora, 2016. 
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9.1.4.2 Avaliação da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 

 

 

Para avaliar se a LQB-118 induziria a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) pelos macrófagos, foi utilizado a sonda fluorescente H2DCFDA. Esta sonda detecta, 

principalmente, os radicais hidroxila e peróxido de hidrogênio (H2O2), que após o contato 

com a substância é desacetilado, tornando-se fluorescente. Sendo assim, o aumento da 

fluorescência indica aumento da geração de ROS.  

Neste experimento três sistemas foram testados: macrófagos tratados e sem infecção; 

macrófagos tratados (por 24 horas – pré-tratamento) e infectados; e macrófagos tratados antes 

e depois da infecção.   

 Os resultados demonstram que nos três sistemas (macrófagos tratado sem infecção, 

macrófagos tratado antes da infecção e macrófagos tratado antes e depois da infecção) houve 

redução na produção de espécies reativas de oxigênio quando comparado com o controle 

(Figura 18). 

 

Figura 18 – Efeito da LQB-118 na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) em 

macrófagos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Macrófagos peritoneais de hamster golden tratados ou não com LQB-118 nas concentrações indicadas 

antes ou após a infecção por Leishmania braziliensis. A dosagem de EROs foi realizada utilizando a 

sonda fluorescente H2DCFDA e a leitura realizada em fluorímetro com comprimento de onda de 

excitação de 507nm e emissão de 530nm. O resultado foi expresso como Unidade Relativa de 

Fluorescência. (Média ± SD, n=3). *p<0,05. **p<0,001. ***P<0,0007. 

Fonte: A autora, 2016. 
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9.1.5 Análise da capacidade fagocítica dos macrófagos tratados com LQB-118 

 

 

 Macrófagos ativados apresentam uma atividade fagocítica aumentada. Sendo assim, 

com o objetivo de avaliar a capacidade fagocítica, os macrófagos foram tratados com LQB-

118 e incubados com Beads fluorescentes. 

   Observamos que os macrófagos tratados com LQB-118 aumentaram o índice de 

fagocitose (Figura 19A) e tiveram a sua atividade fagocítica aumentada nas concentrações de 

5 e 10µM em 86,5% e 139,5%, respectivamente sugerindo que estas concentrações podem 

estar ativando os macrófagos (Figura 19B). 

 

Figura 19 – Atividade fagocítica de macrófagos tratados com LQB-118  
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Figura 19 – Atividade fagocítica de macrófagos tratados com LQB-118  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: As monocamadas de macrófagos de hamsters foram dispostas em lâminas LabTec e incubadas com 

diferentes concentrações da LQB-118 diluídas em RPMI e suplementada com 10% de soro durante 24 

horas a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%. Controles foram incubados com meio RPMI suplementado 

com 10% de soro na presença ou não de 0,02% de DMSO. Após as monocamadas foram lavadas com 

PBS morno (37ºC) e as Beads na concentração de 1x10
7
/mL, foram adicionadas as monocamadas por 3 

horas. As monocamadas foram lavadas três vezes com PBS analisadas, contadas e fotografadas em 

microscópio de fluorescência (Nikon eclipse 80i) (média ± SD, n=3) *p< 0,001. (A) Índice de 

fagocitose. (B) Porcentagem da atividade fagocítica *p<0,05; **p<0,007. (C) Foto representativa da 

monocamada tratada ou não com LQB-118. 

Fonte: A autora, 2016. 
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9.1.6 Avaliação da produção de citocinas por macrófagos humano 

 

Com o objetivo de avaliarmos se o tratamento com LQB-118 modularia a produção de 

citocinas pelos macrófagos, dosamos citocinas pró e anti-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-

10, IL-12 e TNF-α) nos sobrenadantes de macrófagos humanos taratados sem infecção ou 

tratados após infecção. 

Os macrófagos humanos, infectados ou não, foram tratados com LQB-118 e os 

sobrenadantes foram utilizados para que as citocinas fossem dosadas. 

 Para uma melhor análise, resolvemos expressar os resultados mostrando quantas 

vezes à produção das citocinas foram aumentadas (Fold increase) em relação ao controle 

(macrófagos tratados com meio de cultura). 

 Observamos que os macrófagos tratados apresentaram alteração na produção das 

citocinas (Figura 20). Nos macrófagos sem infecção, o tratamento com LQB-118, em geral 

aumentou todas as citocinas principalmente, nas concentrações de 5 e 10 µM. Na 

concentração de 20µM de LQB-118, a citocina IL-6 teve um decréscimo significativo em 

relação ao controle (p<0,01). Não observamos alterações significativas na produção de IL-

12p70 (Figura 23 e TABELA 6). 

 Nos macrófagos infectados e tratados com LQB-118 por 48 horas, observamos 

aumento das citocinas IL-6, IL-8 e TNF especialmente na concentração de 5 µM e decaindo 

com o aumento da concentração da LQB-118.  Nas concentrações de 5 e 20µM observamos 

um decréscimo dependente da dose (p<0,001) da citocina IL-10 (Figura 20 e TABELA 7). 

 Nas tabelas 5 e 6 estão mostrados os valores correspondentes às alterações promovidas 

pelo tratamento dos macrófagos com a LQB-118 em relação à produção de citocinas. 
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Figura 20 – Efeito da LQB-118 na produção de Citocinas de macrófagos humanos 
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Legenda: A análise das citocinas foram realizadas em monocamadas de macrófagos humanos oriundos de 

PBMC sem infecção e tratadas por 24 horas e em macrófagos infectados por L. (V) braziliensis e 

tratados por 48 horas após infecção. Os macrófagos foram mantidos em estufa de 37ºC com presença 

de 5% de CO2. Após o tempo de cada sistema, os sobrenadantes foram retirados e congelados a 

temperatura de -20ºC. As citocinas foram dosadas no sobrenadante das culturas por CBA. Controles 

foram incubados com meio RPMI suplementado com 10% de soro. Os ícones coloridos indicam os 

doadores de sangue (Média ± SD, n=8/10). *p<0,01; **p<0,001 e ***p<0,0001. 

Fonte: A autora, 2016. 
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Tabela 6 – Valores do aumento das citocinas (Fold increase) produzidas por macrófagos sem 

infecção e tratados com LQB-118 

 

IL-1β IL-6 IL-8 IL-10 IL-12p70 TNF 

 

5 

 

1,8 ± 0,2* 

 

 

2,7 ± 1,8* 

 

1,0 ± 0,2* 

 

1,5 ± 0,6* 

 

0,1 ± 0,1 

 

1,0 ± 0,6* 

 

10 

 

1,2 ± 0,4* 

 

2,5 ± 1,4* 

 

2,6 ± 1,3* 

 

2,2 ± 0,8* 

 

0,4 ± 0,4 

 

1,5 ± 1,8 

 

 

20 

 

1,7 ± 0,3* 

 

-2,2 ± 0,6
#
 

 

3,8 ± 2,4 

 

2,5 ± 1 

 

-1,7 ± 1,1
#
 

 

1,0 ± 0,4* 

 

 

Tabela 7 – Valores do aumento das citocinas (Fold increase) produzidas por macrófagos 

infectados e tratados com LQB-118 

 

IL-1β IL-6 IL-8 IL-10 IL-12p70 TNF 

 

5 

 

2,0 ± 1 

 

 

15 ± 6,0* 

 

2,1 ± 0,8* 

 

-1,0 ± 0,2
#
 

 

0,2 ± 0,1 

 

18 ± 9,0* 

 

10 

 

3,0 ± 1,9 

 

5,5 ± 1,4* 

 

1,8 ± 0,7* 

 

1,1 ± 0,3 

 

0,3 ± 0,2 

 

4,5 ± 1,1* 

 

 

20 

 

2,0 ± 1,0 

 

3,2 ± 1,4 

 

0,3 ± 0,1* 

 

-2,2 ± 1,3
#
 

 

0,4 ± 0,2 

 

1,4 ± 0,4* 

 

 
Legenda: Valores do aumento das citocinas (Fold increase) em relação ao controle – Macrófagos sem infecção. 

#
Decréscimo (vezes) na produção de citocinas. Números sublinhados indicam que não houve 

produção significativa. *P<0,05. 

Fonte: A autora, 2016. 
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9.2 Atividade terapêutica da LQB-118 in vivo 

 

 

Sendo o hamster golden (Mesocricetus auratus) uma espécie suscetível a infecção 

com Leishmania viscerotrópica ou dermotrópica e que apresenta características 

clinicopatológica semelhantes à doença humana, torna-se um bom modelo para o estudo 

relativo a quimioterapia (GARG & DUBE, 2006). 

Após observarmos a ação da LQB-118 in vitro, resolvemos estudar o efeito 

terapêutico, tratando os hamsters pela via oral em momentos diferentes da infecção. 

 

 

9.2.1 Tratamento iniciado após uma semana de infecção 

 

 

Hamsters foram infectados no dorso da pata direita com L.(V) braziliensis e tratados a 

partir do sétimo dia de infecção o tratamento foi iniciado e mantido durante oito semanas. O 

tratamento com LQB-118 foi administrado pela via oral cinco vezes por semana.  

Observamos que este esquema terapêutico controlou a lesão a partir da quarta semana 

de tratamento (p<0,05) (Figura 21A). Na nona semana, os hamsters que apresentaram lesões 

menores ou igual a 1 mm foi de 33% (5 de 15 animais) no grupo tratado com a LQB-118, em 

comparação com 20% do grupo controle (3 de 15 animais). No grupo controle a porcentagem 

de hamsters que apresentaram lesão com tamanho igual ou maior que 2mm foi de 47% (7 de 

15 animais), já no grupo tratado com a LQB-118 a porcentagem foi de 27% (4 de 15) (Figura 

21B). O tratamento com a LQB-118 por via oral, também foi capaz de reduzir 

significativamente (p<0,0001) a carga parasitária da pata infectada em relação ao contole não 

tratado (Figura 21C e D).   

Para avaliarmos o impacto do tratamento na capacidade dos animais responderem ao 

teste intradérmico (DTH) antígeno total de L. (V) braziliensis, avaliamos a resposta em três 

tempos: 24h, 48h e 72 h após desafio. 

 Observamos que, de um modo geral, os animais tratados com LQB-118 apresentaram 

uma resposta positiva nos três tempos, maior que o grupo controle (Figura 21E). 

Analisamos os parâmetros toxocológicos séricos e não houve nenhuma alteração 

significativa nos animais tratados em relação aos não tratados. A enzima hepática aspartato 

aminotransferase (AST) e os metabólitos renais (uréia e creatinina) ficaram um pouco fora 
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dos valores de referência em ambos os grupos (tratados e não tratados com LQB-118) 

(Figura 21F). 

 

Figura 21 – Efeito do tratamento com LQB-118 iniciado após uma semana de infecção 
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Legenda: Efeito do tratamento com LQB-118 iniciado após uma semana de infecção – (A) Curso da lesão: 

Hamsters golden (5-6/grupo) infectados com L. (V) braziliensis na pata traseira e tratados a partir do 

sétimo dia de infecção com 4mg/Kg de LQB-118 cinco vezes por semana pela via oral durante 8 

semanas. Controles foram hamsters não tratados. A seta indica o início do tratamento. O gráfico 

representa média de 5 animais/grupo±desvio padrão. (B) O gráfico indica o tamanho da lesão da pata 

infectada no 36º dia pós-infecção. Os pontos são valores individuais. As barras horizontais 

representam os valores medianos. Os dados são de três experimentos independentes. Carga parasitária 

por grama de tecido (C) da pata infectada. Gráfico representativo de um experimento. Em (D) valores 

arbitrários correspondentes a três experimentos. (E) A reação intradérmica ao antígeno de L. (V) 

braziliensis foi avaliada na pata contralateral após nove semanas de infecção. O edema foi medido em 

três tempos diferentes (24, 48 e 72h). (F) Ao final do tratamento, as amostras de soro foram colhidas 

para determinação colorimétrica dos níveis de ALT (alanina – aminotransferase), AST (aspartato-

aminotransferase) e as concentrações de Uréia e Creatinina. As linhas tracejadas indicam os valores 

mínimos e máximos de referência do CECAL - Fiocruz. *p<0,05; **p<0,006 e ***p<0,0001.  

Fonte: A autora, 2016. 
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9.2.2 Tratamento após lesão estabelecida 

 

 

Para avaliar se o tratamento com a LQB-118 teria efeito em um momento mais 

avançado da infecção, iniciamos o tratamento com a LQB-118 pela via oral (5x/semana) por 

cinco semanas após a quarta semana de infecção durante 5 semanas. Na quarta semana, 

podiamos observar uma lesão característica com aproximadamente 0,5mm (lesão 

estabelecida). 

O tratamento com a LQB-118 estabilizou o crescimento da lesão a partir da sexta 

semana de infecção (com 2 semanas de tratamento), enquanto o grupo não tratado manteve 

sua tendência ao crescimento (Figura 22A). 

Na última semana de tratamento, observamos que no grupo controle (sem tratamento) 

a porcentagem de hamsters que apresentaram lesão com tamanho igual ou maior que 2mm foi 

de 50% (4 de 8 animais), já no grupo tratado com a LQB-118 a porcentagem foi de 37,5% (3 

de 8) (Figura 22B). O tratamento realizado após o estabelecimento da lesão foi capaz de 

reduzir significativamente (p<0,01) a quantidade de parasitos/grama de tecido (Figura 22C e 

D).   

Observamos que os animais tratados com LQB-118 apresentaram uma resposta 

intradérmica positiva ao antígeno total de L. (V) braziliensis, porém sem diferença 

significativa quando comparado ao controle não tratado (Figura 22E). 

Analisamos os parâmetros toxocológicos e, como observado no esquema anterior, não 

houve nenhuma alteração significativa entre os animais tratados e não tratados na dosagem 

das enzimas hepáticas (alanina aminotransferase - ALT e aspartato aminotransferase - AST) e 

metabólitos renais (uréia e creatinina) (Figura 22F). 
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Figura 22 – Efeito do tratamento com LQB-118 e iniciado após o estabelecimento da lesão 
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Legenda: Efeito do tratamento com LQB-118 e iniciado após o estabelecimento da lesão – Hamsters (4-5/grupo) 

infectados com L. (V) braziliensis na pata traseira e tratados a partir da quarta semana de infecção com 

4mg/Kg de LQB-118 cinco vezes por semana pela via oral, por cinco semanas. Controles foram 

hamsters não tratados. A seta indica o início do tratamento. (A) Curso da lesão: O gráfico representa 

média de 4 animais/grupo±desvio padrão. (B) O gráfico indica o tamanho da lesão da pata infectada 

no 45º dia pós-infecção. Os pontos são valores individuais. As barras horizontais representam os 

valores medianos. Os dados são de dois experimentos independentes. Carga parasitária por grama de 

tecido (C) da pata infectada. Gráfico representativo de um experimento. Em (D) valores arbitrários 

correspondentes a dois experimentos.  (E) A reação intradérmica ao antígeno de L. (V) braziliensis foi 

avaliada na pata contralateral na nona semanas de infecção. O edema foi medido em três tempos 

diferentes (24, 48 e 72h). (F) Ao final do experimento, as amostras de soro foram colhidas para 

determinação colorimétrica dos níveis de ALT (alanina – aminotransferase), AST (aspartato-

aminotransferase) e as concentrações de Uréia e Creatinina, como parâmetros de toxicidade para o 

fígado e os rins. As linhas tracejadas indicam os valores mínimos e máximos de referência. *p<0,01.  

Fonte: A autora, 2016. 
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9.2.3 Tratamento antes da infecção 

 

 

Para uma avaliação da possibilidade da LQB-118 administrada antes da infecção 

pudesse promover algum efeito no curso da infecção, realizamos um teste piloto. Os animais 

foram tratamentos com LQB-118 durante três semanas, por via oral (4,3mg/kg/dia), antes da 

infecção. Após a terceira semana de tratamento, os animais foram infectados e o tamanho da 

lesão foi acompanhada por oito semanas.  

Observamos que a lesão começou a crescer a partir da terceira semana de infecção em 

ambos os grupos. Entretanto, observamos que o grupo tratado previamente com a LQB-118 

apresentou um aumento significativo no crescimento da lesão, quando comparado ao grupo 

não tratado (p<0,05) (Figura 23A). 

Na última semana de medida, observamos que no grupo previamente tratado com a 

LQB-118, todos os animais (100%) apresentaram lesão maior ou igual a 2 mm. Já no grupo 

controle o resultado foi inverso, 25% (1 de 4 animais) dos animais apresentaram a lesão 

menor ou igual a 1 mm e nenhum apresentou lesão maior ou igual a 2 mm (Figura 23B). O 

tratamento realizado antes da infecção levou a um aumento da carga parasitária da pata 

infectada em relação ao controle (Figura 23C e D).   

Analisamos os parâmetros toxocológicos séricos renais e hepáticos e, como observado 

nos esquemas anteriores, não houve nenhuma alteração significativa entre os aos animais 

tratados (Figura 23E). 

 

Figura 23 – Efeito do tratamento com LQB-118 iniciado antes da infecção por L. (V) 

braziliensis 
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Legenda: Efeito do tratamento com LQB-118 iniciado antes da infecção por L. (V) braziliensis – Hamsters 

(4/grupo) tratados com 4mg/Kg de LQB-118 cinco vezes por semana pela via oral antes da infecção 

por L. (V) braziliensis na pata traseira durante três semanas. Controles foram hamsters não tratados. 

(A) Curso da lesão: O gráfico representa média de 4 animais/grupo±desvio padrão. (B) O gráfico 

indica o tamanho da lesão da pata infectada no 45º dia pós-infecção. Os pontos são valores 

individuais. As barras horizontais representam os valores medianos. Carga parasitária por grama de 

tecido (C) da pata infectada. Gráfico representativo de um experimento. Em (D) valores arbitrários 

correspondentes a dois experimentos. (E) Ao final do tratamento, as amostras de soro foram colhidas 

para determinação colorimétrica dos níveis de ALT (alanina – aminotransferase), AST (aspartato-

aminotransferase) e as concentrações de Uréia e Creatinina, como parâmetros de toxicidade para o 
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fígado e os rins. As linhas tracejadas indicam os valores mínimos e máximos de referência. *p<0,05 e 

**p<0,004.  

Fonte: A autora, 2016. 



92 

10 DISCUSSÃO 

 

 

 O tratamento da leishmaniose é restrito a alguns fármacos extremamente tóxicos, caros 

e cada vez mais contestados pelo surgimento de parasitos resistentes a eles (CROFT et al, 

2006 e SOTO et al, 2008). A miltefosina é o único fármaco administrado por via oral para 

Leishmania, entretanto, há restrições quanto ao custo e toxicidade (MURRAY et al, 2005; 

AMEEN, 2010 e PHAM et al, 2013). O desenvolvimento de fármacos que apresentem menor 

toxicicidadade, maior eficácia, menor custo e que seja administrado por via oral é muito 

importante para o tratamento da leishmaniose, sobretudo nos países endêmicos (PHAM et al, 

2013). 

 Após serem inoculadas pelos flebotomíneos nos hospedeiros vertebrados, as formas 

promastigotas de Leishmania sp são rapidamente fagocitadas pelos neutrófilos e macrófagos e 

os macrófagos representam uma importante primeira linha de defesa contra a infecção por 

Leishmania sp. Estudos analisando a ativação dos macrófagos têm revelado que essas células 

apresentam fenótipos diferentes que podem influenciar na progressão ou resolução da 

leishmaniose. Sendo assim, os macrófagos são importantes como célula hospedeira e como 

célula efetora final, uma vez, que são capazes de matar o parasito quando devidamente 

ativados (LABONTE et al, 2014; GLASS & NATOLI, 2015 e DE MENEZES et al, 2016).  

 Após analisarmos a atividade da pterocarpanoquinona LQB-118 contra Trypanosoma 

cruzi (AZEVEDO, 2013) e espécies de Leishmania tanto in vitro quanto in vivo (CUNHA-

JÚNIOR et al, 2011; RIBEIRO et al, 2013, COSTA et al, 2014 e CUNHA-JÚNIOR et al, 

2016), o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial modulador da molécula LQB-

118, sobre macrófagos de hamsters/humanos e avaliar a sua eficácia e influência no controle 

da infecção e lesão in vivo em modelo hamster infectados por L. (V) braziliensis, que é a 

espécie de grande relevância no Brasil (QUEIROZ et al, 2012 e LUCCA &MACEDO, 2016). 

 In vitro, mostramos que para macrófagos de hamsters a LQB-118 só demonstrou 

toxicidade em concentrações acima de 25µM e para célula humana a partir de 40µM. A 

concentração de 29µM e 21,8µM foram estimadas como a LC50, em macrófagos de hamster e 

humano, respectivamente. Esses valores estão relativamente próximos dos valores 

encontrados para macrófagos de camundongo que foi de 18,5µM (CUNHA-JÚNIOR et al, 

2011). 
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 Após analisarmos estes resultados e observarmos que o tratamento de macrófagos com 

concentrações até 20µM não causaria toxicidade à célula hospedeira, elegemos a faixa de 

concentrações a serem trabalhadas (0-20µM). 

 O tratamento dos macrófagos de hamsters com a LQB-118 após a infecção com L. (V) 

braziliensis foi capaz de reduzir de forma dependente da dose o índice de infecção, sendo a 

IC50 calculada em 7,6 ± 1,8µM e esta atividade não foi acompanhada da produção de óxido 

nítrico pelos macrófagos. A sobrevivência das amastigotas remanescentes foi avaliada e 

observamos que na concentração de 5µM de LQB-118, embora não tenha havido nenhuma 

redução do número de parasitos houve pouca diferenciação em promastigotas, este resultado 

sugere que essas amastigotas estavam mortas. 

Em macrófagos humanos infectados e tratados, a redução também foi dependente da 

dose, sendo a IC50 calculada em 9,5 ± 1,2µM e este resultado ocorreu independente da 

produção de óxido nítrico pelos macrófagos. Nestes macrófagos, a concentração de 20 µM foi 

capaz de reduzir em 81% o índice de infecção das amastigotas intracelulares enquanto, nos 

macrófagos que foram tratados com Glucantime
® 

a redução foi de 67%. A porcentagem de 

amastigotas intracelulares remanescentes também foi reduzida. 

 Em estudos anteriores realizados com as formas promastigotas de L. (V) braziliensis, 

mostramos que a LQB-118 foi capaz de induzir a morte por apoptose. As formas 

promastigotas apresentaram redução na produção de ATP e no potencial de membrana 

mitocondrial, produção de ROS, exposição de fosfatidilserina e fragmentação do DNA 

(COSTA, 2011 e COSTA et al, 2014).  

 Nesta tese, mostramos que a LQB-118 também foi capaz de induzir a fragmentação do 

DNA nas formas amastigotas intracelulares sem afetar o núcleo dos macrófagos. Mesmo na 

menor concentração utilizada (5µM), houve indução de fragmentação, corroborando com os 

resultados da análise das amastigotas remanescentes, em que mostramos a baixa 

sobrevivência. Analisando estes resultados, é possível dizer que a LQB-118 promova a morte 

do parasito mais tardiamente, em concentrações menores, permitindo antes a sua replicação. 

Estes dados corroboram com os estudos de Ribeiro e colaboradores, onde observaram que a 

LQB-118 foi capaz de induzir a fragmentação do DNA em amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis. Maia e colaboradores também demonstraram que LQB-118 induziu a morte por 

apoptose em culturas de células de leucemia mielóide crônica, bem como em células de 

pacientes (MAIA et al, 2011 e RIBEIRO et al, 2013). 

 Sabendo que a LQB-118 apresenta efeito direto sobre a Leishmania, induzindo a sua 

morte por apoptose, resolvemos avaliar se esta molécula poderia modular a atividade dos 
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macrófagos. Para isto realizamos o tratamento com a LQB-118 nos macrófagos de 

hamsters/humanos sem infecção. 

O tratamento prévio dos macrófagos com LQB-118 reduziu o índice de infecção em 

macrófagos de hamster e humanos. O pré-tratamento dos macrófagos de hamsters foi capaz 

de aumentar de maneira dependente da dose, a produção de nitrito e em macrófagos humanos 

a produção de NO ficou inalterada ao controle nos três sistemas. 

Os mecanismos de controle da Leishmania sp em camundongos exige a ativação de 

resposta do tipo 1, o que leva à regulação de iNOS por células fagocíticas, resultando na 

produção de NO e morte dos parasitos. Em humanos, no entanto, a participação da iNOS não 

é muito clara. In vitro, a produção de NO por macrófagos humanos ativados é menos 

expressiva, o que dificulta a detecção da produção deste radical (NOVAIS et al, 2014), talvez 

por esta razão, não observamos a produção de óxido nítrico por macrófagos oriundos do 

sangue periférico humano.  

Com relação às espécies reativas de oxigênio, não observamos aumento na produção 

pelos macrófagos, em nenhum dos três sistemas analisados, pelo contrário, houve redução 

dependente da dose quando comparado com o controle. Sabemos que a produção de EROS é 

importante para controlar a infecção, porém o excesso de radicais pode desempenhar um 

papel importante na patogenia e na persistência da inflamação. Portanto, é importante que 

ocorra a regulação da produção de EROS e NO para evitar uma possível exacerbação da 

resposta inflamatória, e consequentemente danos no tecido (STEEVELS & MEYAARD, 

2011 e RODRIGUES et al, 2014), como ocorre na leishmaniose mucosa, uma das formas 

clínica causada pela L. (V) braziliensis (GUERRA et al, 2011).  

 A LQB-118 é uma molécula sintetizada a partir da hibridação molecular do lapachol e 

do pterocarpano (DA SILVA, 2009). A naftoquinona apresenta a capacidade redox, portanto 

dependendo das condições pode inibir ou induzir a produção de EROS. A indução de EROS 

foi observada nas formas promastigotas de espécies de L. amazonensis e L. (V) braziliensis 

tratadas com LQB-118, em tempos menores de 24 horas (CUNHA-JÚNIOR, 2015 e COSTA 

et al, 2014). Os pterocarpanos são isoflavonóides com ação antioxidantes, isto é, compostos 

que podem proteger contra o estresse oxidativo ligada à inflamação e o risco de danos por 

radicais livres (BEZEK et al, 2008). Sendo assim, esta redução na produção EROS, pelos 

macrófagos, sugere que a LQB-118 pode apresentar um efeito antioxidante que protege a 

célula hospedeira após um tempo maior do que 24 horas. 

 Como vimos, a Leishmania apresenta a capacidade de modular o macrófago a fim de 

contribuir para a persistência da infecção (MOUGNEAU et al, 2011). Estes parasitos 
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intracelulares são capazes de suprimir a produção de IL-12, superóxido e óxido nítrico e 

promovem a produção de citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 e TGF-β. Em 

contrapartida, macrófagos ativados, por exemplo, pelo IFN-, produzem óxido nítrico e 

citocinas pro-inflamatórias como IL-12 e TNF que promovem o controle da infecção 

desempenhando então sua função microbicida (NADERER & MCCONVILLE, 2008 e 

GANNAVARAM et al, 2016). 

 Macrófagos ativados apresentam um aumento da capacidade fagocitica (GUHA et al, 

2015). Os macrófagos de hamsters tratados com LQB-118 antes da infecção tiveram a sua 

atividade fagocítica aumentada quando comparadas com as células sem tratamento. Este 

aumento, nos leva a crer que os macrófagos foram ativados pela ação da molécula LQB-118. 

 Em um estudo piloto in vitro utilizando camundongos BALB/c como modelo 

experimental, demonstramos que a LQB-118 aumenta a produção de citocinas pró-

inflamatórias (COSTA, 2011). Como a disponibilidade de reagentes e anticorpos monoclonais 

para estudos imunológicos em modelo hamster ainda é limitada (GOMES-SILVA et al, 

2012), analisamos a produção de citocinas (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF) nos 

macrófagos humanos. 

 Observamos que os macrófagos tratados com a LQB-118 e não infectados 

apresentaram um aumento de todas as citocinas (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF), nas 

concentrações de 5 e 10 µM. Já na concentração de 20µM a citocina IL-6 teve um decréscimo 

significativo em relação ao controle (p<0,01).  O tratamento de macrófagos infectados com a 

LQB-118 por 48h, também promoveu um aumento, entretanto para a maioria das citocinas 

esse aumento foi maior na concentração de 5µM e decai com o aumento da concentração de 

LQB-118. Nas concentrações de 5 e 20µM observamos um decréscimo significativo em 

relação ao controle (p<0,001) da citocina IL-10. Macrófagos ativados são os principais 

responsáveis pela produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12) 

(STUMPF, 2014). No entanto, os níveis destas citocinas são expressos de forma diferente 

dependendo da forma clínica da leishmaniose (GOMES-SILVA et al, 2007). 

 Estudos sobre leishmaniose cutânea mostram que ocorre uma alta produção de 

citocina pró-inflamatória (IFN-γ e TNF) e aumento de NO. Em pacientes com leishmaniose 

mucosa, foi observado níveis mais elevados de citocinas inflamatórias e uma menor produção 

de IL-10. Este tipo de resposta pró-inflamatória, pode contribui para uma resposta imune 

inflamatória exacerbada (GOMES-SILVA et al, 2007 e LUNDIE et al, 2010). A resposta 

inflamatória será benéfica para o hospedeiro, quando as citocinas forem produzidas 

adequadamente (DUQUE E DESCOTEAUX, 2014).  
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 O TNF é o primeiro mediador inflamatório a ser produzido em resposta às infecções, 

sendo crucial para induzir proteção local. Quantidades mínimas de TNF contribuem para a 

defesa do hospedeiro e, quando a produção é excessiva e prolongada, esta citocina torna-se 

deletéria ao organismo causando desregulação da resposta imune e induzindo a ativação de 

outras citocinas, os quais promovem inflamação e lesão tecidual (STUMPF, 2014). A 

produção de IL-10 leva a redução na produção de citocinas relacionadas com o perfil Th1, tais 

como IL-12 e IFN-γ e isto provoca uma redução da produção de NO e consequentemente na 

capacidade microbicida dos macrófagos (RODRIGUES et al, 2014).  

 Os nossos resultados, demonstram que a LQB-118 é capaz de modular o macrófago 

para um estado pró-inflamatório o que pode contribuir para a ação leishmanicida. Observamos 

também, que nos macrófagos tratados antes da infecção, houve produção de IL-10, o que não 

afetou a capacidade microbicida dos mesmos. É possível que a produção desta citocina, 

mantenha um equilíbrio na resposta dos macrófagos. Cortez e colaboradores (2011) indicam 

que a IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatória responsável pela resposta imune à 

prevenção exacerbada a antígenos (CORTEZ et al, 2011). 

 Em um estudo sobre o potencial anti-inflamatório da LQB-118 em modelo de 

inflamação pulmonar, Riça (2010) mostrou que ocorre a redução dos níveis de TNF, a partir 

da concentração de 10µM, sendo significativa a partir da concentração de 25µM em células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC) humano estimuladas com LPS e incubadas com 

concentrações (0-100µM) de LQB-118. Este resultado corrobora com os observados pelo 

nosso grupo, onde analisamos que há produção de TNF nos macrófagos infectados e tratados 

com a menor concentração (5µM).  

 O hamster dourado (Mesocricetus auratus) é altamente suscetível para infecção por 

Leishmania sp e tem sido amplamente utilizado como um modelo para a leishmaniose 

visceral. Este modelo animal é também apropriado para estudos de leishmaniose cutânea por 

L. (V.) braziliensis porque desenvolve lesões cutâneas crônicas que mimetizam clinicamente 

as encontradas nos seres humanos (SINAGRA et al, 1997; GOMES-SILVA et al, 2013 e DA 

SILVA-COUTO et al, 2015). 

 Cunha-Júnior e colaboradores observaram que o tratamento por via oral com LQB-118 

em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, foi tão eficaz em controlar as 

lesões neste modelo quanto o tratamento intralesional e intraperitoneal com o antimônio 

pentavalente (CUNHA-JÚNIOR et al, 2011). 

 Após observarmos a ação da LQB-118 in vitro e in vivo na administração intralesional 

(COSTA, 2011), resolvemos estudar o efeito terapêutico in vivo, tratando os animais por via 
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oral em momentos diferentes da infecção. Sabe-se que esta via é uma das mais importantes 

devido ao custo e acessibilidade do paciente para a realização do tratamento (MOUGNEAU et 

al, 2011). 

 Tanto nos animais tratados após uma semana de infecção quanto nos hamsters com 

lesão estabelecida, o tratamento com a LQB-118 foi eficaz no controle do tamanho da lesão e 

também foi capaz de reduzir significativamente a carga parasitária. Em relação ao teste 

intradérmico de reação (hipersensibilidade retardada – DTH) ao antígeno total de L. (V) 

braziliensis, observamos que os animais apresentaram uma resposta positiva nos três tempos, 

maior que o grupo controle quando tratados com LQB-118. O teste intradérmico é um bom 

marcador da resposta imune celular na leishmaniose e preditivo de proteção (JOSHI et al, 

2014 e O’DALY et al, 2013).  

 Ao analisamos os parâmetros toxocológicos não observamos alterações significativas. 

Entretanto, no grupo tratado após uma semana de infecção, observamos um aumento da 

enzima hepática AST (aspartato aminotransferase). Porém com relação ao grupo dos animais 

controle (não tratados) não houve nenhuma alteração significativa. Nos esquemas terapêuticos 

encontramos um aumento nos níveis de uréia, tanto nos grupos tratados quanto nos grupos 

não tratados. 

 A uréia é uma substância tóxica proveniente do metabolismo proteico que é eliminada 

na urina dos animais. A alta concentração de amônia tem impacto sobre a fisiologia e altas 

concentrações de amônia são características típicas encontradas na maior parte dos biotérios 

(FABRÍCIO et al, 2012). Porém para análise de toxicidade renal, a creatinina é mais indicada, 

pois a quantidade de creatinina presente nos rins é mais constante e não é reabsorvida nos 

túbulos renais, como a uréia (STEVEN & SCOTT, 2002).  

 Sendo assim, o tratamento com a LQB-118 não parece ser tóxica a nível renal, já que 

os níveis de creatinina nos experimentos in vivo encontram-se abaixo dos valores de 

referência. Recentemente Cunha-Júnior e colaboradores (2016), realizaram ensaio de 

toxicidade subaguda utilizando camundongos com um tratamento por via oral com LQB-118 

(50mg/kg/dia – por 23 dias), dose e tempos maiores do que os utilizados em nossos 

experimentos. Eles observaram uma pequena alteração histológica, com pontos de necrose 

com infiltração leucocitária, no fígado, porém esta observação não foi acompanhada de 

aumento do nível de transaminases séricas, fosfatase alcalina ou bilirrubina total. Os níveis da 

proteína total e a concentração de albumina do soro de animais tratados com LQB- 118 

estavam normais (CUNHA-JÚNIOR et al, 2016).  O aumento destas enzimas (AST e ALT) 

no soro, em associação com a elevação de bilirrubina sérica e uma depleção de albumina, 
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reflete no dano dos hepatócitos e lesão hepática (GALALY et al, 2014), resultado este não 

encontrado no tratamento de camundongos BALB/c com LQB-118 pela via oral. 

 Um aspecto crucial na resposta imune a infecções é a adaptação de macrófagos. 

Dependendo dos estímulos, os macrófagos residentes podem ser direcionados para 

características fenotípicas distintas (M1 ou M2) (LABONTE et al, 2014). Observamos que os 

macrófagos tratados com LQB-118 apresentam um perfil pró-inflamatório, o que contribui 

para a diminuição do índice de infecção in vitro de amastigotas intracelulares. É provável, que 

esta ação também ocorra in vivo no grupo de animais tratados após uma semana de infecção e 

no grupo de animais tratados após a lesão estabelecida. 

 O tratamento com a LQB-118, nos animais infectados, pode ter agido diretamente 

sobre as formas amastigotas intracelulares levando-as a morte por apoptose e também, pode 

ter modulado os macrófagos infectados ou não, para um estado ativado induzindo-os a 

produzir citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas de oxigênio, tornando-os mais eficaz 

em sua função microbicida, resultando na redução da carga parasitária. Além disso, é possível 

que a ativação destes macrófagos possa recrutar para o local da infecção outras células como, 

neutrófilos e linfócitos, que trabalhariam em conjunto para a resolução da reação inflamatória 

por conta da infecção, resultando na redução do edema e lesão da pata infectada.  

 Como observamos que o tratamento prévio dos macrófagos era eficaz para o controle 

de amastigotas intracelulares, realizamos um teste piloto tratando um grupo de hamsters antes 

da infecção. Curiosamente observamos que o grupo tratado previamente com a LQB-118 

apresentou um aumento significativo da lesão e da carga parasitária, quando comparado ao 

grupo não tratado (p<0,05).  A meia-vida da LQB-118 poderia ter sido um fator limitante 

para este esquema terapêutico. Após o tempo de 6,85 horas (CUNHA-JÚNIOR – dados não 

publicados), a presença da molécula na corrente sanguínea já não seria mais encontrada. 

Sendo assim, mesmo após as três semanas de tratamento (aproximadamente 15 dias), no 

momento da infecção é possível que no organismo do hamster, já não houvesse mais a 

molécula LQB-118 suficiente, o que levaria a um desenvolvimento da lesão e o aumento da 

carga parasitária. Neste esquema terapêutico, um tratamento com mais doses diárias, poderia 

ser eficaz para o controle da lesão.  

  O controle da lesão e a redução da carga parasitária nos outros esquemas foram 

diferentes, pois ao ser administrada a LQB-118 pode ter sido absorvida e transportada ao local 

da infecção onde teve ação direta sobre o parasito (como vimos nos experimentos anteriores 

com macrófagos) e na modulação dos macrófagos o que levaria também a eliminação dos 
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parasitos. Em estudos realizados in silico, a molécula apresentou uma probabilidade de ser 

100% absorvida pelo intestino (CUNHA-JÚNIOR, 2015). 

 A partir deste estudo podemos ressaltar a importância de novas moléculas 

leishmanicidas. Observamos que a pterocarpanoquinona LQB-118 é capaz de modular 

inicialmente os macrófagos para um estado pró-inflamatório, contribuindo assim para a sua 

ação microbicida levando a diminuição do índice de amastigotas intracelulares, e 

posteriormente regular esta ativação o que faz com que não ocorram danos ou toxicidade à 

célula hospedeira.  

 O desenvolvimento de novas moléculas que são oralmente leishmanicidas 

biodisponível é uma estratégia importante no controle da leishmaniose (PHAM et al, 2013). A 

LQB-118 também é capaz de reduzir a carga parasitária e o tamanho das lesões dos hamsters, 

tratados pela via oral em diferentes esquemas terapêuticos.  Sendo assim, esses 

resultados sugerem que a LQB-118 pode agir sobre o sistema imune e demonstram a ação 

terapêutica promissora desta nova molécula sobre a leishmaniose. 
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CONCLUSÃO 

 

 

 Em conclusão, os nossos resultados indicam que a LQB-118 é capaz de reduzir o 

índice de infecção de amastigotas intracelulares em macrófagos tratados antes ou após a 

infecção com L.(V) braziliensis sem causar danos ou toxicidade à célula hospedeira. 

 O tratamento dos macrófagos com a molécula foi capaz de induzir a fragmentação do 

DNA nas formas amastigotas, demonstrando a ação direta sobre o parasito induzindo-o à 

morte por apoptose. 

 A LQB-118 é capaz de modular e ativar a resposta imune da célula hospedeira levando 

a produção de citocinas pró-inflamatórias, NO e aumento da capacidade fagocítica dos 

macrófagos, contribuindo para a resolução da infecção, mas sem que ocorra uma resposta 

exacerbada. 

 O tratamento de hamsters, infectados com L. (V) braziliensis, com LQB-118 por via 

oral reduziu significativamente as lesões e a carga parasitária dos animais tratados após uma 

semana de infecção e no grupo dos animais tratados após lesão estabelecida, sem alterar os 

marcadores séricos de toxicidade. Os animais tratados com LQB-118, nos dois esquemas 

terapêuticos foram capazes de apresentar uma resposta intradérmica aos antígenos totais de L. 

(V) braziliensis maior que o grupo controle. No estudo piloto de tratamento antes da infecção, 

observamos que os animais apresentaram lesão e carga parasitária maiores do que os animais 

não tratados, sendo necessária uma maior investigação quando a quantidade de soses a serem 

administradas. 
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ANEXO A – Aprovação do Comitê de Ética para cuidado e uso de animais experimentais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO B – Aprovação do Comitê de Ética para uso de células humanas  
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ANEXO C – Artigo Científico 

ANEXO 3 
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ANEXO C – Artigo Científico 

 

 

 O artigo em anexo intitulado Pterocarpanquinone LQB-118 Induces Apoptosis in 

Leishmania (Viannia) braziliensis and Controls Lesions in Infected Hamsters (COSTA et al, 

2014), foi desenvolvido a partir dos resultados sobre o mecanismo de ação da LQB-118 sobre 

o parasito e sobre macrófagos de camundongos obtidos no mestrado e resultados parciais 

sobre o tratamento de hamsters pela via intralesional e oral obtidos durante o doutorado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 



117 



118 



119 



120 



121 



122 



123 

 


