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RESUMO 
 

As leishmanioses são classificadas como doenças negligenciadas, pois 

não são atrativas para as indústrias farmacêuticas, pois não há perspectiva de 

retorno do investimento financeiro. Além disso, não há vacina licenciada para 

uso em humanos, o tratamento atual é caro, tóxico, doloroso e muitos casos de 

resistência têm sido relatados, dificultando o tratamento. Com o avanço da 

química inorgânica, complexos metálicos têm sido resgatados como alternativas 

interessantes para fármacos. De fato, complexos de ouro, platina e prata 

mostraram boa atividade contra tumores e algumas infecções. Por outro lado, as 

sidnonas constituem a primeira classe de compostos mesoiônicos sintetizados, 

possuindo importante atividade biológica e amplamente estudadas. Este 

trabalho propõe estudos de estrutura/atividade para avaliar o efeito de 

complexos organometálicos e derivados mesoiônicos em Leishmania 

amazonensis, espécie responsável pela forma cutânea da leishmaniose. As 

promastigotas de L. amazonensis foram incubadas com as moléculas em 

diferentes concentrações por 72 horas e o crescimento do parasito foi avaliado 

com resazurina. Para os ensaios de citotoxicidade, macrófagos peritoneais 

murinos foram incubados com as moléculas por 72 horas e a viabilidade celular 

foi avaliada por resazurina. Também foi realizada análise farmacocinética e 

toxicológica in silico das substâncias, como parâmetro de seleção de candidatos 

a serem avaliados in vivo.  Todas as substâncias analisadas nesse estudo   estão 

de acordo com os critérios estabelecidos por Lipinsky e Veber para 

biodisponibilidade oral.  Das 15 substâncias, sete apresentaram algum grau de 

atividade. A sidnona 11 foi a mais ativa, com IC50 cerca de 18 µM e CC₅₀ de 

109,4.



 
 

ABSTRACT 

 Leishmaniases are classified as neglected diseases, as they are not 

attractive for the pharmaceutical industries, since there is no prospect of a return 

on financial investment. Furthermore, there is no licensed vaccine for use in 

humans, the current treatment is expensive, toxic, painful and many cases of 

resistance have been reported, making treatment difficult. With the advance in 

inorganic chemistry, metal complexes have been rescued as interesting 

alternatives for drugs. In fact, gold, platinum, and silver complexes have shown 

good activity against tumors and some infections. On the other hand, sidnones 

constitute the first class of synthesized mesoionic compounds, having important 

activity biology and are extensively studied. This work proposes structure/activity 

studies to evaluate the effect of organometallic complexes and mesoionic 

derivatives in Leishmania amazonensis, the species responsible for the 

cutaneous form. L. amazonensis promastigotes were incubated with the 

molecules at different concentrations for 72 hours and the parasite growth was 

evaluated with resazurin. For cytotoxicity assays, murine peritoneal 

macrophages were incubated with the molecules for 72 hours and cell viability 

was evaluated by resazurin. In silico pharmacokinetic and toxicological analysis 

was also performed for the active, as a selection parameter for candidates to be 

evaluated in vivo. All substances in this study meet the determination established 

by Lipinsky and Veber for oral bioavailability. Of the 15 substances, seven 

showed some degree of activity. Sydnone 11 was the most active, with an IC₅₀ of 

around 18 µM and a CC₅₀ of 109.4. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 As doenças tropicais negligenciadas (DTNs) são compostas por um 

grupo diversificado de 20 condições que são predominantes em áreas tropicais 

e estão presentes em diversos países do mundo constituindo um grande 

problema social e econômico (OMS, [s.d.]).  

Na Tabela 1 constam as doenças tropicais negligenciadas de acordo com 

a OMS: 

Tabela 1 - Doenças tropicais negligenciadas 

Úlcera de buruli Equinococose 

Doença de Chagas Fasciolose 

Cisticercose 
Tripanossomíase africana (doença do 

sono) 

Dengue Leishmaniose 

Dracunculíase (doença do verme-da-
Guiné) 

Hanseníase 
 

Filariose linfática 
Esquistossomose 

 

Oncocercose 
 

Parasitoses (helmintíases) transmitidas 
pelo solo 

Tracoma Febre amarela 

Bouba Leptospirose 

 
Fonte: Produzida pela autora com base nos dados de (OMS, [s.d.]). 

 

 Os medicamentos utilizados para o tratamento dessas doenças 

proporcionam baixos lucros e por isso o investimento na pesquisa farmacêutica 

é mínimo. (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2016).  

 

 
1.1 ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE 
 

 As leishmanioses representam um conjunto de doenças causadas por 

pelo menos 20 espécies de protozoários parasitas do gênero Leishmania, 

eucariotos unicelulares da ordem Trypanosomatida e família Trypanosomatidae. 

Espécies distintas de Leishmania causam diferentes manifestações clínicas, que 

variam de lesões cutâneas com capacidade de autocura (leishmaniose cutânea 
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- LC) a danos em órgãos internos como baço, fígado e medula óssea 

(leishmaniose visceral - LV). (CDC, 2018; DNDi, 2018).  

Documentos antigos e dados paleoparasitológicos indicam que a 

leishmaniose já era conhecida desde a antiguidade. No início do século XX 

começou a identificação dos parasitas do gênero Leishmania como agentes 

etiológicos e dos flebotomíneos como vetores da leishmaniose. A descoberta de 

novos protozoários do gênero Leishmania e seus vetores se estende até a 

atualidade (STERVENDING, 2017). Na era moderna foram evidenciadas lesões 

cutâneas típicas das leishmanioses em países da América do Sul. No período 

Inca eram relatadas diversas características da doença em localizações distintas 

que eram nomeadas de acordo com o local no qual eram registradas e apesar 

de diferentes nomes como “Doença do Vale”, “Doença Andina” e “Lepra Branca” 

ambas possuíam condições clinicas semelhantes a LC que atualmente é 

encontrada na América do Sul (AKHOUNDI et. al., 2016). 

No Oriente Médio alguns outros nomes foram dados para tais condições 

clinicas como, “Febre de Aleppo”, “Febre de Bagdá” e “Botão do Oriente”. Em 

1756, o médico Alexander Russek observou leões cutâneas na pele de pacientes 

de uma população na Síria, com características parecidas com a LC. Nesse 

mesmo ano alguns médicos indianos diagnosticaram pacientes com “Febre 

Negra”, onde os pacientes apresentavam sintomas semelhantes a LV ou calazar. 

O médico Cosme Bueno relatou em 1764 que a transmissão de uma doença 

chamada uta era dada através de pequenos insetos que causavam lesões 

parecidas com as conhecidas atualmente causadas por leishmanias. No ano de 

1832, William Twining fez uma publicação que explicava os sintomas de calazar 

em pacientes indianos que apresentavam febre, anemia, e baço aumentado 

(AKHOUNDI et. Al., 2016). 

No Novo Mundo, o médico brasileiro Adolpho Carlos Lindenberg e o 

médico italiano Antonio Carini descreveram parasitos em lesões de pele de 

pacientes diagnosticados com úlcera de Bauru, no estado de São Paulo. 

Inicialmente pensava-se que os parasitas do Novo Mundo eram idênticos a L. 

tropica (Carini, 1909). No entanto, em 1911, o brasileiro Gaspar de Oliveira 

Vianna, estudando amostras de leishmaniose obtidas de uma lesão cutânea de 
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um paciente, chegou à conclusão que o parasita era diferente. Com base em 

observações sobre morfologia, Gaspar Vianna nomeou a nova espécie como 

Leishmania braziliensis. Com exceção de L. peruvianna, descrita em 1913, todas 

as espécies do Novo Mundo causadoras de LC e leishmaniose mucocutânea 

(LMC) foram identificadas e caracterizadas nas décadas seguintes (LAINSON, 

2010; STERVENDING, 2017).  

Tabela 2 - Classificação das espécies de Leishmania spp. 

Subgênero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia) 

Velho mundo L. donovani L. major 
    

L. infantum L. tropica 
    

  
L. killick* 

    

  
L. aethiopica 

    

  
L. infantum 

    

Novo mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis   
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis   
L. pifanor* L. panamensis 

  

  
L. venezuelensis L. shawi 

  

  
L. garnham* L. naiffi 

  

  
L. amazonensis L. lainsoni 

  

    
L. lindenbergi 

  

    
L. peruviana 

  

    
L. 

colombiensis** 

  

Principal 
tropismo 

Visceral Dermotropismo Dermotropismo Mucotropismo 

*status da espécie em discussão 
      

**posição taxonômica em 
discussão 

      

Fonte: OMS, 2011. 

 

E embora seja conhecida desde a antiguidade, a leishmaniose é ainda 

hoje uma doença negligenciada. Estima-se que ocorram de 900 mil a 1,5 milhão 

de novos casos anuais, provocando cerca 40 mil óbitos (ALVAR et al., 2012). A 

coinfecção com o vírus HIV tem aumentado durante os últimos anos, gerando 

um quadro atipicamente grave, com acometimento do trato gastrointestinal e de 

outros órgãos que não são normalmente afetados (HARMS & FELDMEIER, 

2005). O aumento alarmante do número de casos provocados por parasitas 

resistentes aos tratamentos convencionais e a falta de uma vacina eficaz, 
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agravam a situação mundial da leishmaniose. Segundo estudo conduzido pela 

Organização Mundial da Saúde, o Brasil é o único país que figura entre os que 

concentram mais de 90% do número de casos das três principais formas da 

doença: cutânea, mucocutânea e visceral (OMS [s.d.]). 

1.1.1 Formas Clínicas 

A infecção por Leishmania spp. é determinada geralmente pelas 

características da espécie, pela biologia do vetor e pela resposta do hospedeiro. 

As leishmanioses possuem dois principais grupos: leishmaniose tegumentar (LT) 

e leishmaniose visceral (LV) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

LV ou calazar é considerada a forma mais grave das leishmanioses, onde 

os protozoários atingem as vísceras do hospedeiro vertebrado como baço, 

fígado, medula óssea e linfonodos (NEUBER et al., 2008; REY, 2008).  

Figura 1 - Criança com LV. 

 

Fonte: Costa, 2014. 
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Já a LT pode ser dividida em leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose 

disseminada (LD), leishmaniose cutâneo-difusa (LCD) e leishmaniose mucosa 

ou mucocutânea (LMC). 

LC é a manifestação clínica mais comum das leishmanioses (Fig. 2), 

caracterizada pela formação de úlceras na face e membros (BLANCO et al., 

2013). Essas lesões podem cicatrizar de forma espontânea no período entre 2 a 

5 anos, dependendo do agente etiológico (espécie) e da resposta imunológica 

do hospedeiro vertebrado.  

Figura 2 - Leishmaniose cutânea localizada: úlcera com bordas em moldura e lesão satélite 

 

Fonte: Conceição, 2014. 

A LCD (Fig. 3) se inicia com um nódulo indolor que dissemina na 

superfície cutânea. Os parasitas causadores dessa manifestação clínica podem 

se instalar na face, orelhas e superfícies extensoras, como joelhos e cotovelos. 

As lesões de pele podem progredir ainda mais para difundir placas e machas 

pigmentadas (SCORZA; CARVALHO, 2017).  

Figura 3 - Leishmaniose cutânea difusa 
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Fonte: Conceição, 2014. 

A disseminação hematogênica ou linfática nas lesões cutâneas pode 

ocasionar a LMC. Caracterizada por lesões destrutivas do septo nasal, lábios e 

palato (Fig. 4), a manifestação da LMC está relacionada a uma forte resposta 

imunopatológica. A mucosa oral e nasal é preferencialmente afetada, podendo 

levar a desfiguração permanente (CINCURA et al., 2017). A LMC precisa ser 

diagnosticada e tratada rapidamente, pois pode levar à morte em casos de 

infecção secundária (ANDRADE-NETO ET AL., 2018; FRAGA ET AL., 2012; 

GOTO; LINDOSO, 2010). 

Figura 4 - Leishmaniose mucocutânea. 
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Fonte: Conceição, 2014. 

A LD é definida pela presença de lesões localizadas em duas ou mais 

partes do corpo (Fig. 5). Histologicamente, é possível observar poucos parasitos 

nas lesões devido à presença de uma resposta imunológica do hospedeiro 

(HASHIGUCHI et al., 2016). 

Figura 5 - Leishmaniose disseminada 

 

Fonte: Conceição, 2014. 

 

1.1.2 Formas do parasito e ciclo biológico 

 Os parasitos do gênero Leishmania são dimórficos, apresentando duas 

formas evolutivas distintas: a promastigota e a amastigota (Fig. 6). A forma 

encontrada no hospedeiro invertebrado é a promastigota, que apresenta alta 

motilidade e é capaz de formar agrupamentos celulares durante o processo de 

migração e colonização do hospedeiro invertebrado. Já a forma amastigota é 

encontrada no hospedeiro vertebrado e apresenta formato elipsoide, com um 

flagelo rudimentar no interior da bolsa flagelar. Em relação à proliferação, ambas 

as formas evolutivas do parasita se multiplicam por divisão binária. (TEIXEIRA 

et al., 2013). 



18 
 

Figura 6 - Principais formas evolutivas de Leishmania spp.: promastigota (A) e amastigota (B) 

 

Fonte: Adaptado de Teixeira et al., 2013 

Em um ciclo biológico heterogênico (Fig. 7), os hospedeiros vertebrados incluem 

uma grande variedade de mamíferos, como seres humanos, roedores e 

canídeos. Os hospedeiros invertebrados são as fêmeas de pequenos insetos 

hematófagos, conhecidos como flebotomíneos (Fig. 8). Esse inseto realiza seu 

repasto sanguíneo e inocula na pele formas promastigotas metacíclicas do 

parasito, que são fagocitadas pelos macrófagos e monócitos. Nessas células, os 

parasitos se diferenciam em amastigotas e realizam divisão binária, levando-as 

ao rompimento. Livres, as amastigotas infectam rapidamente células adjacentes. 

O ciclo prossegue quando outro flebotomíneo suga o sangue contendo células 

infectadas. No seu intestino, essas células são lisadas liberando amastigotas, 

que se diferenciam inicialmente em promastigotas procíclicas, não infectivas, 

que se multiplicam em velocidade logarítmica. Quando alcançam a fase 

estacionária, se diferenciam em promastigotas metacíclicas infectivas, 

atravessam a parede do intestino alcançando a glândula salivar do inseto e estão 

prontas para originar uma nova infecção. (CENTERS FOR DISEASE CONTROL 

AND PREVENTION, 2017).  
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Figura 7 - Ciclo biológico da leishmaniose 

 

Fonte: Adaptado de Centro de Controle e Prevenção de Doenças, 2017. 

 

Figura 8 - Lutzomyia longipalpis - vetor da leishmaniose 

 

Fonte: ALVARENGA, 2019. 
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1.2 EPIDEMIOLOGIA   

As leishmanioses estão presentes em 98 países com aproximadamente 350 

milhões de pessoas em risco. A LV é considerada um problema de saúde pública 

com grande expansão geográfica (Fig. 9). É responsável por cerca de 300.000 

casos que resultam em torno de 20.000 mortes e o Brasil está entre os seis 

países que representam 90% dos casos (Fig. 10).  (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2017). 

Figura 9 - Distribuição geográfica da LV no mundo. 

 

Fonte: adaptado de OMS, 2017. 

Figura 10 - Casos de LV por UF de infecção. Brasil, 2020. 
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Fonte: Ministério da Saúde, 2020. 

A LT é considerada pela OMS como uma das seis doenças infecciosas mais 

importantes, devido ao elevado número de indivíduos infectados (Fig. 11) e a 

capacidade de produzir deformidades (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).  

Figura 11 -  Distribuição geográfica da LT no mundo 

 

Fonte: adaptado de OMS, 2017. 

 

No Brasil, a LT é uma das afecções dermatológicas de maior destaque, 

devido à sua magnitude (Fig. 12) e pelo risco de ocorrência de deformidades que 

pode produzir no paciente, bem como pelo envolvimento psicológico. Apresenta 

ampla distribuição com registro de casos em todas as regiões brasileiras. (Fig. 

13) (SVS/ MS, 2020). 
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Figura 12: Casos confirmados de leishmaniose tegumentar, Brasil – 1980 a 2020. 

 

Fonte: SVS/MS, 2020. 

Figura 13 - Casos de leishmaniose tegumentar por município no Brasil. 

 

Fonte: SVS/MS, 2015. 
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 Enquanto a LT apresenta tendência de autocura, a LV é fatal quando não 

tratada, causando um efeito anual de mortalidade em torno de 59 mil indivíduos 

(35 mil homens e 24 mil mulheres) (DESJEUX, 2004; BOER et al., 2011). 

 

1.3 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE 

 Os fármacos de primeira escolha no Brasil para o tratamento de todas as 

formas de leishmaniose são os antimoniais pentavalentes (Tabela 3). Estes 

antimoniais são medicamentos injetáveis, que devem ser administrados 

diariamente por um período de cinco semanas ou mais dependendo da resposta 

clínica do paciente, o que frequentemente requer hospitalização, acarretando 

desconforto para o paciente e alto custo. Além disso, esses medicamentos 

causam uma série de reações adversas severas, tais como hepatotoxidez 

(HEPBURN et al., 1994), nefrotoxidez, alterações cardiográficas (BERMAN, 

1988), além de haver indícios de indução de mutagênese (LÉONARD; GERBER, 

1996). A persistência dos antimoniais no mercado como primeira escolha para o 

tratamento da leishmaniose há mais de 70 anos não deve ser interpretada como 

uma vantagem. Ao contrário, pois apresentam além dos inconvenientes já 

citados, uma taxa de ineficácia crescente, sobretudo em casos de leishmaniose 

visceral, devido ao surgimento de resistência. Em algumas regiões da Índia, o 

tratamento com antimonial foi descontinuado, devido à grande ocorrência de 

casos de resistência (30-60%) (LIRA et al., 1999; SINGH, 2006; SUNDAR et al., 

2000; THAKUR et al., 1998). 

 Entre os fármacos de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose 

estão a anfotericina B e a pentamidina. A anfotericina B é uma lactona 

macrocíclica poliênica com potente ação antifúngica, usada classicamente no 

tratamento de micoses profundas. A anfotericina B é administrada através de 

infusão endovenosa, sendo ainda mais tóxica do que os antimoniais, e produz 

febre, calafrio e dor nas articulações, além de severa nefrotoxidez (BERMAN, 

1997, MURRAY, 2005). Já a pentamidina (Tabela 3) é utilizada como segunda 

escolha contra a leishmaniose desde 1952 e parece interferir com a síntese de 
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poliaminas, inibindo a S-adenosil-L-metionina, a ODC e a espermidina sintase 

(BASSELIN et al., 1997). Porém, assim como os antimoniais e a anfotericina B, 

seu uso está associado com muitas reações adversas, principalmente náusea, 

vômito e diarréia muito frequentes, hiperglicemia e cardiotoxicidade com menor 

frequência (MURRAY, 2005). 

 O principal avanço no tratamento da leishmaniose nos últimos anos 

ocorreu com a descoberta do efeito terapêutico da hexadecilfosfocolina, a 

miltefosina (Tabela 3). Trata-se de uma fosfocolina administrada por via oral, 

desenvolvida pela ASTA Medica (atual Zentaris) para o tratamento do câncer. 

Porém, a toxicidade nas doses terapêuticas necessárias para combater essa 

doença limitou os testes clínicos para o câncer. Por outro lado, a miltefosina 

mostrou atividade contra Leishmania donovani e a ASTA Medica, com apoio da 

OMS e de pesquisadores indianos, realizou com sucesso os testes clínicos 

(OMS, 2009). A miltefosina foi licenciada pelo governo indiano em março de 2002 

e posteriormente em diversos outros países, inclusive o Brasil. Embora a 

miltefosina represente um marco na luta contra a leishmaniose, sendo o primeiro 

medicamento de administração oral, ela produz efeitos desagradáveis na maioria 

dos pacientes tratados. Levantamentos feitos durante os estudos clínicos 

revelaram que 60% dos pacientes relataram sintomas gastrointestinais, como 

náuseas, vômito e diarreia (JHA et al.,1999; SINDERMANN; ENGEL, 2006). Em 

adição, os parasitos facilmente desenvolvem resistência à miltefosina em 

modelos experimentais (PEREZ-VICTORIA et al., 2006) e em modelos animais 

esse fármaco mostrou-se embriotóxico, fetotóxico e teratogênico 

(SINDERMANN; ENGEL, 2006). 

Tabela 3 - Alguns medicamentos utilizados para o tratamento das leishmanioses 

Fármaco Mecanismo de ação Atividade 
leishmanicida 

Antimoniais 
pentavalentes 

(estibogluconato de 
sódio Pentostam®] e 

antimoniato de N-
metilglucamina 
[Glucantime®] 

Inibição da glicólise e na β- 
oxidação de ácidos graxos. 
Interferência na síntese de 

tióis 
efluxo de tióis intracelulares 

Ação similar a 
endonucleases, 

fragmentando o DNA, 

Depleção de ATP 
Indução da apoptose 

Inibição da 
tripanotiona redutase 

Inibição do 
metabolismo 
mitocondrial 
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perturbação mitocondrial via 
moléculas mediadoras 

Inibem a utilização de 
S-adenosil-L 

metionina, impedindo 
a síntese de 
moléculas 

importantes para a 
manutenção da vida 

do parasita 

Pentamidina  Compete com poliaminas 
pelo ácido nucleico de 

ligação e pode se ligar ao 
DNA citoplasmático 

aumentam a eficácia dos 
inibidores do Complexo II da 

cadeia respiratória 
mitocôndria 

Interfere na replicação 
e transcrição em nível 

mitocondrial 
diminuição do 
potencial de 
membrana 
mitocôndria 

Anfotericina B Aumento da permeabilidade 
da membrana a prótons e 

cátions monovalentes 

Altera o equilíbrio de 
íons e conduzem à 

morte celular 

Miltefosina Provoca apoptose e 
alteração das vias  

de sinalização celular 
mediada por lipídeos 

Inibe a síntese de 
lipofosfoglicano (LPG) e  
glicoproteína 63 (gp63) 

Inibição da síntese da 
membrana celular do 

parasita e por 
interrupção das vias 

de sinalização 
celulares presentes 
nessa membrana. 

Fonte: Adaptado de MS (2017). 

 

1.4  COMPLEXOS ORGANOMETÁLICOS  
 

Alguns autores já possuem diversos estudos publicados sobre o uso de 

complexos metálicos para o tratamento da tripanossomíase, malária e 

leishmaniose, importantes representantes da área geral de doenças tropicais. 

(SÁNCHEZ-DELGADO; ANZELLOTTI, 2004). 

O sinergismo metal-fármaco tem sido empregado para tentar produzir novos 

agentes quimioterápicos potentes para o tratamento de leishmanioses, usando 

como base a pentamidina (SÁNCHEZ-DELGADO; ANZELLOTTI, 2004). 

Diante da urgência e necessidade de novos medicamentos eficazes para 

tratar os milhões de pessoas que sofrem de doenças parasitárias, complexos 

metálicos aparecem como uma alternativa muito útil, possivelmente por 
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possuírem alta atividade e toxicidade controlada (SÁNCHEZ-DELGADO; 

ANZELLOTTI, 2004). 

 No presente trabalho, avaliamos a atividade leishmanicida de complexos 

organometálicos de cobre e prata (Fig. 14). 

 

 

Figura 14 - Complexos metálicos avaliados nesse estudo. 

 

Fonte – DO AUTOR, 2022. 

 

1.5  COMPOSTOS MESOIÔNICOS – SIDNONAS 
 

No ano de 1976, Ollis e Ramsden propuseram conceito de mesoiônicos: 

Um composto pode ser apropriadamente classificado como 
mesoiônico quando for constituído por um anel heterocíclico de cinco 
membros, o qual não possa ser representado satisfatoriamente por 
uma estrutura covalente ou polar, e que possua um sexteto de elétrons 
π associados aos cinco átomos que formam o anel. (KAWASE; 
SAKAGAMI; MOTOHASHI, 2009).  
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Os compostos mesoiônicos apresentam um momento dipolo na estrutura, 

mas, no entanto, são globalmente neutros. Por estas características os 

compostos mesoiônicos não podem ser representados unicamente por uma 

estrutura polar ou covalente, mas sim como híbridos de ressonância (BADAMI, 

2006). Assim, esses compostos podem atravessar membranas biológicas e 

devido suas cargas parciais positiva e negativa, conseguem interagir com 

biomoléculas. Em virtude dessas características, o interesse científico por estas 

moléculas é crescente, principalmente na indústria farmacêutica, apresentando 

diversas atividades biológicas (KAWASE; SAKAGAMI; MOTOHASHI, 2009; 

MALLUR et. al., 2007), como analgésica, antimicrobiana, antimalárica, 

antitumoral (BROWNE; HARRITY, 2010). 

As sidnonas constituem a primeira classe de compostos mesoiônicos 

sintetizados, possuem importante atividade biológica e são bastante estudadas. 

Sua forma clássica de obtenção envolve apenas duas etapas: uma N-nitrosação 

seguida por uma ciclodesidratação. Há várias modificações químicas que podem 

ser introduzidas nesses compostos, tal como acilação, halogenação, bromação, 

litiação, cicloadição com alcenos e alcinos, entre outros. Estas alterações visam 

a síntese de compostos biologicamente ativos ou a potencialização de efeitos 

biológicos já conhecidos (BROWNE; HARRITY, 2010). Nesse estudo, avaliamos 

a atividade leishmanicida de sidnonas com várias das substituições 

mencionadas (Fig. 15). 

Figura 15 - Sidnonas com diferentes modificações avaliadas nesse estudo. 
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Fonte: DO AUTOR, 2022. 
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1.6 OBJETIVOS 

 

1.6.1 Objetivo geral 

  

 Avaliar a atividade leishmanicida in vitro de derivados mesoiônicos e 

complexos organometálicos. 

 

1.6.2 Objetivos específicos  

  

1) Realizar estudo teórico das propriedades preditoras de boa 

biodisponibilidade oral. 

2) Avaliar a atividade dos complexos organometálicos e dos derivados 

mesoiônicos em promastigotas de L. amazonensis.  

3) Avaliar a toxidez das moléculas ativas sobre células de mamíferos.  
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2 DESENVOLVIMENTO 
 

2.1 METODOLOGIA 

 
2.1.1 Derivados mesoiônicos e complexos organometálicos 

Os derivados mesoiônicos (sidnonas) foram sintetizados pelo grupo da 

Profa. Áurea Echevarria, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro 

(UFRRJ) e os complexos de prata e cobre pelo grupo do Prof. Sérgio Machado, 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). 

2.1.2 Isolamento e de cultivo do parasito. 

 

A cepa MHOM/BR/77/LTB0016 de L. amazonensis foi isolada de lesões 

de camundongos BALB/c infectados e mantida na forma promastigota a 26°C 

em meio Schneider (Sigma, Sant Louis, USA), acrescido de 10% de soro fetal 

bovino (SFB), 100UI/mL de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina (Sigma, 

Sant Louis, USA). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética de uso de 

animais do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz (L26/2015, L02/2022). 

 

2.1.3 Atividade antipromastigota 
 

Promastigotas (1x107 parasitos/mL) de L. amazonensis, mantidas em 

meio Schneider, suplementado com 10% SFB, penicilina (100UI/ml) e 

estreptomicina (100mg/ml), foram incubadas com diferentes concentrações das 

substâncias-teste (volume de 200µL/poço) a 26oC. Após 72 h, resazurina a 50 

µM foi adicionada a cada poço por 4 h. A leitura foi realizada em um equipamento 

Spectra Max GEMINI XPS (Molecular Devices, Silicon Valley, EUA), com 

excitação a 560 nm e emissão a 590 nm e utilizada como medida indireta da 

viabilidade dos parasitas. Os valores de IC50 foram calculados por regressão 

logarítmica não linear no software GraphPad Prism 7.0. 
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2.1.4 Citotoxicidade em macrófagos peritoneais murinos  

 

Para avaliar a atividade na célula hospedeira, foram realizados testes de 

toxicidade em macrófagos peritoneais de camundongos Swiss não infectados na 

ausência ou presença da substância mais ativa, a sidnona 11, por um período 

de incubação de 72 horas a 37°C/5%CO2. Após o tempo de incubação, a 

viabilidade celular foi avaliada por fluorimetria, adicionando 50 µM de resazurina 

por poço. A leitura foi realizada em um equipamento Spectra Max GEMINI XPS 

(Molecular Devices, Silicon Valley, EUA), com excitação a 560 nm e emissão a 

590 nm. Os valores de CC50 fora calculados por regressão logarítmica não linear 

no software GraphPad Prism 7.0.  

 

2.1.5 Análise in silico dos parâmetros físico-químicos das substâncias 

testadas 

 

Visando o futuro ensaio in vivo das substâncias mais promissoras, 

verificamos a compatibilidade das moléculas aos descritores moleculares de 

Lipinski (Lipinski 2004; Lipinski et al. 2001), conhecidos como: “Regra dos Cinco” 

e realizamos a análise in sílico das propriedades físico-quimicas das substâncias 

utilizando a plataforma pkCSM (Pires et al. 2015). Para realizar o teste desses 

parâmetros geramos os “smiles” (simplified molecular-input lineentry system) 

uma forma de notação em linha que descreve a estrutura química da substância 

apresentados na Tabela 4. Não foi possível gerar o smile dos complexos 

organometálicos para realizar essa análise. 

Tabela 4 - Representação em forma de smiles das moléculas analisadas nesse estudo. 

Molécula Smile 

S1 [O-]C1=C[N+](C2=CC=CC=C2)=NO1 

S2 [O-]C1=C[N+](C2=CC=C(F)C=C2)=NO1 
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S3 [O-]C1=C[N+](C2=CC=C(Cl)C=C2)=NO1 

S4 [O-]C1=C[N+](C2=CC=C(Br)C=C2)=NO1 

S5 [O-]C1=C[N+](C2=CC([N+]([O-])=O)=C(Cl)C=C2)=NO1 

S6 [O-]C1=C[N+](CC2=CC=CC=C2)=NO1 

S7 [O-]C1=C[N+](CCC2=CC=CC=C2)=NO1 

S8 [O-]C1=C[N+](C2=CC=C([N+]([O-])=O)C=C2)=NO1 

S8B [O-]C1=C[N+](C2=CC=C(N)C=C2)=NO1 

S9 [O-]C1=C[N+](C2=CC=CC([N+]([O-])=O)=C2)=NO1 

S9B [O-]C1=C[N+](C2=CC=CC(N)=C2)=NO1 

S10 [O-]C1=C[N+](C2=CC=C(OC)C=C2)=NO1 

S11 
 

[O-]C1=C[N+](C2=CC=C(C)C=C2)=NO1 

Fonte: Autoria própria ferramenta Medchem Designer 5, 2022. 

 

2.1.6 Análise estatística 

Os resultados foram avaliados utilizando o teste não paramétrico 

ANOVA one-way/Dunnette. O nível de significância foi estabelecido em * p<0,05, 

** P < 0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. As análises foram realizadas usando 

GraphPad Prism 7.0 Software (San Diego, CA, EUA). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1 AVALIAÇÃO IN SÍLICO DAS PROPRIEDADES PREDITORAS DE BOA 

BIODISPONIBILIDADE ORAL 

 Inicialmente, fomos avaliar se as moléculas estudadas possuem 

características favoráveis ao desenvolvimento de fármacos, utilizando a 

ferramenta de bioinformática PKcms. Um dos parâmetros avaliados foi a Regra 

dos Cinco de Lipinsky. Essa regra foi criada através da observação de que 

fármacos com atividade por via oral, em sua maioria, são moléculas pequenas e 

moderadamente lipofílicas. Christopher Lipinsky, então, sugeriu em seus 

trabalhos (LIPINSKY et al., 2001; LIPINSKY, 2004) que um candidato a fármaco 

não deve violar mais do que uma das seguintes regras: 

- Não possuir mais do que cinco átomos doadores de ligação de hidrogênio; 

- Não possuir mais do que 10 átomos aceptores de ligação de hidrogênio; 

- Não possuir massa molecular superior a 500 daltons; 

- Possuir coeficiente de partição octanol:água (log P) menor que 5. 

 Adicionalmente, também avaliamos dois parâmetros complementares: a 

área de superfície polar (PSA) e o número de ligações rotativas, que foram 

propostas posteriormente por Veber e colaboradores (2002). Nesse caso, as 

moléculas devem possuir menos que 10 ligações rotativas e PSA menor que 140 

Angstrons. Como pode ser observado na Tabela 5, todas as substâncias 

utilizadas nesse estudo passam pelos critérios de Lipinsky e Veber. 

 

Tabela 5 - Parâmetros de biodisponibilidade oral 

Substância 
Peso 

Molecular 
Log P Receptores Doadores 

Superfície 
de contato 

Nº de 
rotações 

S1 162.148 0.0249 3 0 68.646 1 

S2 180.137 0.164 3 0 72.812 1 

S3 196.593 0.6783 3 0 78.949 1 

S4 241.044 0.7874 3 0 82.514 1 
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S5 241.59 0.5865 5 0 93.602 2 

S6 176.175 0.084 3 0 75.011 2 

S7 190.202 0.2784 3 0 81.376 3 

S8 207.145 -0.0669 5 0 83.299 2 

S8B 177.163 -0.3929 4 1 73.986 1 

S9 207.145 -0.0669 5 0 83.299 2 

S9B 177.163 -0.3929 4 1 73.986 1 

S10 192.174 0.0335 4 0 80.125 2 

S11 176.175 0.33332 3 0 75.011 1 

Fonte: Autoria própria, ferramenta PKcms (2022). 

 

3.2 ATIVIDADE ANTIPROMASTIGOTA 

O passo seguinte foi realizar a avaliação da atividade leishmanicida 

dessas substâncias. Embora a forma amastigota seja a que está presente nos 

pacientes infectados sendo, portanto, o alvo da quimioterapia, nós realizamos a 

triagem inicial dos candidatos a fármaco em promastigotas. Essa escolha se deu 

considerando-se aspectos práticos, éticos e científicos. Os ensaios em 

amastigotas intracelulares são muito mais trabalhosos, pois envolvem mais 

etapas e a leitura do resultado não pode ser feita de maneira automatizada. Pelo 

contrário, é um processo exaustivo, que depende da habilidade do observador 

reconhecer e contar cada amastigota dentro do macrófago. Além disso, no 

padrão-ouro, se utiliza macrófagos murinos, o que levanta uma questão ética de 

sacrificar animais sem nenhuma evidência prévia experimental da atividade das 

substâncias. Em adição, Muylder e colaboradores (2011) realizaram um estudo 

comparativo do emprego de promastigotas e amastigotas intracelulares no 

resultado de triagem de fármacos. De 909 substâncias testadas, 57 foram 

positivas em promastigotas, enquanto 27 em amastigotas intracelulares. Dessas, 

26 foram ativas em ambas as formas e apenas 1 foi ativa somente em 

amastigotas. Pode-se concluir, então, que o principal problema da triagem de 
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candidatos a fármacos utilizando promastigotas é o grande número de falsos 

positivos. Porém, no exemplo do estudo, seria possível reduzir de 909 

substâncias que seriam testadas diretamente em amastigotas para apenas 57, 

reduzindo em mais de 90% o esforço, o custo e o uso de animais. 

Como é possível observar na Figura 14 e na Tabela 6, sete substâncias 

apresentaram atividade antipromastigota, sendo elas S1, S5, S8, S9, S10, S11 

e J11 possuindo os respectivos IC₅₀: 42,05µM (34,43 - 51,26 µM), 74,42µM 

(34,43 - 51,26 µM), 82,4 µM (71,48 - 95,50 µM), 76,94 µM (69,32 - 85,67 µM), 

77,23 µM (82,29), 18,18 µM (16,66 - 19,84 µM), 43,56 µM (30,42 - 66,74 µM). 

Esses valores estão de acordo com os publicados por Dos Santos e 

colaboradores (2021) que encontraram valores semelhantes de IC₅₀ para 

diferentes sais mesoiônicos. 

Segundo Katsuno 2010, uma substância deve possuir um IC₅₀< 10µM 

para ser considerada ativa. Dentre as substâncias analisadas nesse estudo, a 

que mais se aproximou desse valor foi a S11 com o IC₅₀ de 18,18 µM. Porém, 

embora nenhuma substância tenha atingido o valor preconizado pela literatura, 

fica evidente que essa classe de substâncias é promissora, pois várias moléculas 

testadas foram capazes de matar as promastigotas dentro da faixa de 

concentração do experimento. A avaliação da estrutura-atividade poderá revelar 

as futuras modificações na estrutura base para torna-las mais potentes. 

 

 

Figura 16 - Avaliação da atividade leishmanicida em promastigotas de L. amazonensis. 
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*Promastigotas de L. amazonensis foram incubados com as moléculas em diferentes 

concentrações por 72 horas a 26°C. (A) S1, (B) S2, (C) S3, (D) S4, (E) S5, (F) S6, (G) S7, (H) 

S8, (I) S8B, (J) S9, (K) S9B (L) S10, (M) S11, (N) J10, (O) J11. Os experimentos foram realizados 

em triplicatas, n=3. Os gráficos e os valores de IC50 foram obtidos no programa Graphpad Prism 
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7. Teste one way ANOVA, *p<0,5, **p<0,05 *** p<0,001, ****p<0,0001 em relação ao 

grupo controle. 

  

 

Tabela 6 - IC₅₀ das substâncias em promastigota de L. amazonensis. 

Moléculas IC ₅₀ (µM) 

S1 42,05 

S2 >128 

S3 >128 

S4 >128 

S5 74,42 

S6 >128 

S7 >128 

S8 82,4 

S8B >128 

S9 76,94 

S9B >128 

S10 77,23 

S11 18,18 

J10 >128 

J11 43,56 

Fonte: GraphPad Prism 5 (2019). 

 

3.3 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE 

Apesar de sete substâncias terem se mostrado ativas como mencionado 

anteriormente, decidimos seguir para o experimento de citotoxicidade apenas 

com a sidnona S11 pelo fato de ser a substância que mais se aproxima do valor 
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de IC₅₀ estabelecido por Katsuno (2010). A sidnona S11 mostrou possuir uma 

Concentração Citotóxica (CC₅₀) de109,4 µM (86,97 – 137,6), ou seja, sua 

concentração citotóxica que inibe 50% da viabilidade de macrófagos é cerca de 

seis vezes maior que a concentração inibitória parasitária para promastigotas 

que foi de 18,18 µM.  

 O Índice de Seletividade (IS) é um parâmetro usado para determinar a 

seletividade do fármaco, ou seja, o quanto a mais de fármaco seria necessário 

para ser tóxico para células de mamífero, ele é calculado a partir da razão entre 

CC₅₀ e IC₅₀ em amastigotas ao fazermos uma relação com IC₅₀ de promastigota 

o resultado é inferior ao preconizado por Katsuno que é de 10. Caso esse 

resultado prossiga para amastigotas novas modificações devem ser realizadas 

nas moléculas antes de seguir para os ensaios in vivo. 

  

Figura 17 - Avaliação da citotoxicidade da sidnona S11 

 

*Os experimentos foram realizados em duplicata, n=2. O gráfico e os valor de CC50 foi obtido no 

programa Graphpad Prism 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Nesse estudo avaliamos a atividade de 15 substâncias sintéticas inéditas, 

visando uma inovação radical, ou seja, o desenvolvimento de um fármaco a 

partir de uma nova entidade química. Todas as substâncias escolhidas para o 

estudo estão em conformidade com os parâmetros da regra dos cinco de 

Lipinsky e Veber indicando possuir boa biodisponibilidade oral. Das 15 

substâncias, sete apresentaram algum grau de atividade, embora nenhuma 

tenha atingido a potência desejada, que seria IC50 menor que 10 µM. A sidnona 

11 foi a mais ativa, com IC50 cerca de 18 µM e CC₅₀ de 109,4. Porém, essas 

informações são valiosas para a análise de estrutura-atividade que irá guiar o 

planejamento da síntese de uma nova série de substâncias, com o objetivo de 

aumentar a potência, para que possamos prosseguir para os ensaios de 

amastigotas intracelulares, determinar o índice de seletividade e assim seguir 

para os ensaios em modelos in vivo se o IS for maior que 10.  
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