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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenca negligenciada de ampla distribuicdo global, causada por
protozodrios do género Leishmania, que no Brasil apresenta alta incidéncia nas formas
tegumentar e visceral, sobretudo em regides de baixa renda. O tratamento atual envolve
farmacos com elevada toxicidade, dificil administrag@o e crescente resisténcia parasitaria, o que
compromete a eficacia terapéutica. Dentre as alternativas, a pentamidina apresenta acgdo
multifatorial, sendo uma opg¢do promissora, ainda que também limitada por seus efeitos
adversos, enquanto outros compostos bioativos, como hibridos metronidazol-eugenol,
demonstram potencial leishmanicida em ensaios experimentais e podem ampliar o leque de
candidatos terapé€uticos. Ensaios laboratoriais geralmente utilizam a forma promastigota do
parasita, entretanto, essa forma nao representa com precisdo a biologia das amastigotas
intracelulares, mais relevantes clinicamente, e, nesse contexto, o uso de amastigotas axénicas
surge como alternativa vidvel para triagens in vitro. Este trabalho tem como objetivo avaliar a
susceptibilidade de Leishmania (L.) amazonensis a pentamidina e a compostos derivados de
eugenol e metronidazol apds a diferenciacdo entre formas promastigotas e amastigotas
axénicas, por meio da utilizagdo de culturas do parasita submetidas a protocolos de
diferenciagdo, com posterior exposi¢ao ao farmaco e andlise de viabilidade celular. Os
resultados demonstraram que os hibridos apresentaram perfis semelhantes de suscetibilidade
entre si. Observou-se aumento dos valores de ECso ap6s a exposicao prévia dos promastigotas
aos compostos, indicando tolerancia transitoria. Em contraste, a diferenciagao para amastigotas
axénicas resultou em reducdo do ECso, tornando os parasitas mais suscetiveis, efeito ainda mais
pronunciado quando a diferenciacdo foi precedida pelo tratamento, sugerindo que o processo
pode atenuar mecanismos adaptativos de tolerancia. A pentamidina manteve ECso inferiores
aos dos hibridos em todas as condi¢des, embora tenha seguido o mesmo padrao de variagdo,
com aumento inicial ap6s o tratamento e queda durante a axenizagao. Esses achados evidenciam
que a suscetibilidade de L. amazonensis varia conforme o estadgio biologico e o histérico de
exposi¢do, reforcando a importancia da inclusdo de amastigotas axénicas em triagens

farmacoldgicas e indicando o potencial dos hibridos como candidatos terapéuticos.

Palavras-chave: Leishmaniose; Amastigotas axénicas; Promastigotas; Susceptibilidade.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease with wide global distribution, caused by protozoa of the
genus Leishmania, and in Brazil it shows high incidence in both cutaneous and visceral forms,
particularly in low-income regions. Current treatment relies on drugs with high toxicity,
difficult administration, and increasing parasitic resistance, which compromises therapeutic
effectiveness. Among the available alternatives, pentamidine exhibits a multifactorial
mechanism of action and is considered a promising option, although still limited by its adverse
effects, while other bioactive compounds, such as metronidazole—eugenol hybrids, have
demonstrated leishmanicidal potential in experimental assays and may expand the range of
therapeutic candidates. Laboratory assays commonly use the promastigote form of the parasite;
however, this stage does not accurately represent the biology of intracellular amastigotes, which
are clinically more relevant. In this context, axenic amastigotes emerge as a viable alternative
for in vitro drug screening. This study aimed to evaluate the susceptibility of Leishmania (L.)
amazonensis to pentamidine and to eugenol-metronidazole-derived compounds after
differentiation between promastigote and axenic amastigote forms, using parasite cultures
subjected to differentiation protocols, followed by drug exposure and cell viability analysis.
The results demonstrated that the hybrid compounds showed similar susceptibility profiles. An
increase in ECso values was observed after prior exposure of promastigotes to the compounds,
indicating transient tolerance. In contrast, differentiation into axenic amastigotes resulted in
reduced ECso values, making the parasites more susceptible—an effect even more pronounced
when differentiation was preceded by treatment, suggesting that the process may attenuate
adaptive tolerance mechanisms. Pentamidine maintained lower ECso values compared to the
hybrids under all conditions, although it followed the same variation pattern, with an initial
increase after treatment and a decrease during axenization. These findings show that the
susceptibility of L. amazonensis varies according to the biological stage and exposure history,
reinforcing the importance of including axenic amastigotes in pharmacological screening and

highlighting the potential of the evaluated hybrids as therapeutic candidates.

Keywords: Leishmaniasis; Axenic amastigotes; Promastigotes; Susceptibility.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, causada por protozoarios do
género Leishmania, da familia Trypanosomatidae. O parasito, que infecta células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros, ¢ transmitido pela picada de flebotomineos,
pertencente ao género Luztomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo) (WHO, 2025).
A transmissdo ocorre pela inoculagdo do parasito durante a picada da fémea infectada do
flebotomineo (OMS, 2023; CDC, 2024) — protozodarios do género Leishmania, que mantém
ciclo de vida heteroxeno, alternando entre o vetor invertebrado (flebotomineo) e o hospedeiro
vertebrado/mamifero (CDC, 2024). Nesse processo, destacam-se duas formas evolutivas
principais: a promastigota, flagelada e adaptada a sobrevivéncia no trato digestivo do
flebotomineo, e a amastigota, forma intracelular que prolifera no interior de células do sistema
mononuclear fagocitario do hospedeiro vertebrado e € responsavel pela manutencao da infecg¢ao
(Teixeira et al., 2013; CDC, 2024). Essa alternancia entre formas permite ao parasita adaptar-
se a ambientes distintos e constitui um dos pontos-chave para a compreensao da patogénese e
das estratégias de controle da doenga.

Com larga distribui¢do global, mais de um bilhdo de pessoas encontram-se atualmente
em areas endémicas da doenca e sob risco de transmissdo, de modo que essa se faz uma presente
e preocupante questdo de saude publica no mundo, em especial, devido as populagdes serem
majoritariamente de paises subdesenvolvidos e de baixa renda social (WHO, 2023; CDC,
2020).

A leishmaniose manifesta-se em duas formas clinicas principais: a leishmaniose
tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV). A LT pode ocorrer como leishmaniose cutanea
localizada (LC), caracterizada por ulceras tunicas ou multiplas; como leishmaniose cutanea
difusa (LCD), marcada pela disseminacdo das lesdes e pela resposta imune inadequada; ou
como leishmaniose mucocutanea (LMC), forma de maior relevancia pela capacidade
desfigurante, especialmente em regides como boca, nariz e garganta. Ja a LV constitui a forma
mais grave da doenga, pois compromete 6rgaos internos, incluindo figado, bago e medula 6ssea,
podendo levar ao 6bito quando ndo tratada (Silva Santos et al., 2021). A ocorréncia dessas
variagoes esta relacionada a espécie do parasito, a resposta imunologica do hospedeiro e a
fatores idiopaticos (WHO, 2023; KAYE; SCOTT, 2011; BURZA et al., 2018). Do ponto de
vista epidemiologico, todas apresentam relevancia, segundo a Organizagdo Mundial da Satude

(OMS), estima-se que cerca de 1 bilhdo de pessoas vivam em areas endémicas da doenga, com
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uma média anual de 1 milhdo de novos casos de LT ¢ 30 mil de LV (WHO, 2025).

Nesse contexto, o Brasil concentra a maior parte dos casos de leishmaniose visceral nas
Américas (=94%) (OPAS, 2024) e figura entre os paises com maior numero de registros de
leishmaniose tegumentar, sobretudo nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste (BRASIL,
2025; BRASIL, [s.d.]). A espécie Leishmania (L.) amazonensis destaca-se por estar
frequentemente relacionada a quadros cronicos e por representar um dos principais agentes das
formas clinicas atipicas, como a LCD. Esta condi¢do se caracteriza pela presenga de lesdes
nodulares, ndo ulceradas, persistentes e de dificil resposta terapéutica, apresentando elevada
resisténcia ao tratamento (FERREIRA et al., 2024, p. 1; MARTINEZ; PETERSEN, 2014).

No Brasil, o tratamento da leishmaniose tegumentar continua baseado nos antimoniais
pentavalentes, especialmente o antimonato de meglumina (Glucantime®), usados por via
sist€émica ou intralesional. Embora eficazes, esses farmacos apresentam alta toxicidade,
resposta clinica variavel e registro de cepas resistentes (OPAS, 2022). Como alternativas,
utilizam-se a anfotericina B e a pentamidina, cujo mecanismo envolve multiplos alvos
intracelulares. A pentamidina interfere no balangco de calcio mitocondrial e no DNA do
cinetoplasto, levando a desorganizacao da organela, além de retardar a transicdo de amastigotas
para promastigotas e provocar perda do potencial de membrana e inibicdo da sintese de
poliaminas (Fidalgo; Gille, 2011; Piccica et al., 2021; Pramanik et al., 2019; Chakravarty;
Sundar, 2010). Outras op¢des incluem a miltefosina e a paromomicina, ambas eficazes, porém
limitadas por efeitos adversos importantes, vias de administracdo complexas, surgimento de
resisténcia e dependéncia da resposta imune do hospedeiro (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014;
BRASIL, 2017; MANN et al., 2021).

Frente aos desafios associados ao tratamento da leishmaniose — como a toxicidade dos
farmacos, dificuldade de administragdo e aumento da resisténcia parasitdria —, destaca-se a
importancia de modelos experimentais que se aproximem da realidade bioldgica do parasita em
seu hospedeiro, como amastigotas axénicas. Ainda que as promastigotas sejam amplamente
utilizadas em ensaios laboratoriais, essa forma de vida ndo reflete tdo fielmente o
comportamento da amastigota intracelular, que ¢ clinicamente mais relevante.

Dessa forma, o estudo avaliou se a diferenciacdo entre formas de Leishmania (L.)
amazonensis influencia a resposta ao tratamento, analisando a ag¢do da pentamidina e de
compostos hibridos de eugenol e metronidazol sobre promastigotas e amastigotas axénicos

(AA), bem como possiveis alteragdes no perfil de susceptibilidade in vitro.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral:

Determinar a mudanga na susceptibilidade de Leishmania (L.) amazonensis, ao
tratamento com pentamidina — droga de referéncia — e de compostos candidatos derivados de

eugenol e metronidazol ap6s mudanga da forma de vida do parasita.

1.1.2 Objetivo especifico:

a) Determinar a curva de proliferagdo da cepa MHOM/BR/1973/M2269 de
amastigotas axénicos de Leishmania (L.) amazonensis.

b) Avaliar a atividade leishmanicida da pentamidina e de compostos candidatos
derivados de eugenol e metronidazol contra promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis,
considerando parasitas tratados ou ndo, e que passaram, ou ndo, pela diferenciacdo entre as

formas promastigota e AA.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose ¢ uma doenca de grande impacto em satde publica, classificada pela
OMS como uma das enfermidades mais negligenciadas, colocando mais de 1 bilhdo de pessoas
em risco de infeccdo em todo o mundo. Diante desse cenario, torna-se urgente o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e realistas. Os ensaios
farmacologicos convencionais utilizam predominantemente a forma promastigota de
Leishmania, por sua facilidade de cultivo in vitro; contudo, essa forma nao representa de
maneira fidedigna a amastigota intracelular, responsavel pela infec¢do em mamiferos e,
portanto, clinicamente mais relevante. Nesse sentido, o uso de AA surge como uma alternativa
promissora, permitindo estudos controlados sobre a fase amastigota sem a necessidade de
modelos celulares complexos, embora ainda haja controvérsias quanto a sua real
representatividade em relagdo as amastigotas intracelulares. Considerando esse contexto,
investigar a susceptibilidade de Leishmania (L.) amazonensis a pentamidina € a compostos
bioativos derivados do metronidazol e do eugenol, apds a diferenciagdo entre promastigotas e
amastigotas axénicas, torna-se essencial para compreender a plasticidade fenotipica do parasita,
validar os modelos experimentais utilizados e padronizar ensaios in vitro. Esse conhecimento
pode fornecer subsidios importantes para a triagem de novos farmacos e contribuir para a
construcdo de estratégias terapéuticas mais eficazes e seguras no enfrentamento da

leishmaniose.
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2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2.1 Leishmania spp.

O género Leishmania compreende protozodrios flagelados que apresentam ciclo de vida
heteroxeno, alternando entre hospedeiros vertebrados e flebotomineos. Nos vertebrados, o
parasita ocupa os fagolisossomos de células do sistema mononuclear fagocitario, enquanto nos
insetos desenvolve-se no trato intestinal (SALLAUM; TOKAIJIAN; HIRT, 2021). Atualmente,
0 género Leishmania inclui pouco mais de 50 espécies distribuidas por regides tropicais e
subtropicais — Américas, bacia do Mediterraneo, partes da Europa, Oriente Médio, Asia e
Africa (SANTAREM; CARDOSO; CORDEIRO-DA-SILVA, 2023; OMS, 2023).
Aproximadamente 30 espécies infectam mamiferos e cerca de 20 sdo patogé€nicas para humanos
(CDC, 2025).

A classificagdo interna do grupo considera o local de desenvolvimento no intestino dos
vetores, permitindo distinguir trés subgéneros principais: Leishmania (Leishmania),
Leishmania (Viannia) e Leishmania (Sauroleishmania). Este ultimo € restrito a répteis, como
indica sua etimologia derivada de saurus (“lagarto”) (RAMIREZ et al., 2016, p. 2). Essa
diferenciagdo ndo ¢ meramente taxondmica, mas reflete adaptacdes moleculares e fisiologicas
essenciais para que o parasita se estabelega em ambientes intestinais distintos (KAUFER et al.,
2017, p. 8-10).

No caso das espécies do género Sauroleishmania, a colonizagdo ocorre no intestino
posterior do flebotomineo, onde o parasita interage com receptores especificos e enfrenta
condi¢cdes particulares de acidez, disponibilidade de nutrientes e atividade enzimatica. Ja as
espécies pertencentes a Leishmania e Viannia se desenvolvem predominantemente no intestino
médio e anterior. A diferenca entre elas ¢ que o subgénero Viannia inicia o desenvolvimento
nas paredes do piloro e ileo, enquanto as espécies de Leishmania permanecem restritas ao
intestino médio (AKHOUNDI et al., 2016, p. 18; KAUFER et al., 2017, p. 8; SACKS, 2001,
p. 2-3).
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Figura 1 - Padrdes de localiza¢do de Leishmania no trato digestorio de flebotomineos: hipopiaria,
supralaria e peripilaria.

INTESTINO INTESTINO INTESTINO
ANTERIOR MEDIO POSTERIOR
1 r 1

HYPOPYLARIA r

SUPRAPYLARIA

PERIPYLARIA

- S

Fonte: Adaptado de Kaufer et al., 2017, p. 8. Nota — Abreviagdes: p - proboscide; pv - proventriculo; ve
- ventriculo; it - intestino toracico; im - intestino médio; tm - tubulo de Malpighi; pi - piloro; r - reto.

Essas particularidades demandam alteragdes na estrutura da membrana lipidica, na
producao de lectinas expostas na superficie e na ativagdo de estratégias de defesa contra o
estresse oxidativo. Tais adaptagdes limitam tanto a variedade de vetores compativeis quanto a

possibilidade de infec¢do em hospedeiros que ndo sejam répteis (SACKS, 2001, p. 2-3).

2.2.2 Ciclo de vida

A leishmaniose ¢ uma doenga causada por protozoarios do género Leishmania, que
possuem um ciclo de vida complexo e adaptado a alternancia entre hospedeiros invertebrados
e vertebrados. Esse ciclo ¢ essencial para a compreensdo da patogénese da doenca e das
estratégias de controle.

O protozoario do género Leishmania apresenta um ciclo de vida heteroxeno, no qual o
parasito alterna entre duas formas de vida (Figura 2), uma para cada hospedeiro especifico.
Quando presente no interior do hospedeiro invertebrado da familia Psychodidae (mosquito-

palha), faz-se presente a forma mdvel, promastigota do protozoario. Durante a inoculacao do
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agente patdgeno no hospedeiro mamifero, as formas promastigotas sdo fagocitadas por células
do sistema imune, este que tem sua resposta modulada pela picada do mosquito. Apos a
endocitose do parasito por macréfagos do hospedeiro, ocorre entdo uma diferenciacdo do
primeiro para sua forma amastigota. Nesta forma celular, o protozoario inicia sua forma
parasitaria exclusivamente intracelular, residindo e se multiplicando no interior de vactolos
fagolisossomais. O ciclo de vida (Figura 3) se reinicia quando um novo repasto sanguineo €

realizado por outro flebotomineo (CLOS et al., 2022).

Figura 2 - Formas promastigota e amastigota de Leishmania spp., destacando estruturas internas e
organelas.

A

Y —m
Fonte: Adaptado de Teixeira et al, 2013.
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Figura 3 - Ciclo de vida de Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Kaye, 2011.

realizam o repasto sanguineo e inoculam no hospedeiro as formas promastigotas do parasita.
Uma vez no organismo, esses promastigotas sao englobados por macrofagos e outras células
do sistema fagocitico mononuclear, onde sofrem diferenciagdo para a forma amastigota,
responsavel pela multiplicagdo intracelular e disseminacao da infeccdo. A evolucdo clinica
depende de caracteristicas do protozoario, da resposta imune do hospedeiro e de fatores
ambientais, podendo resultar em apresentagdes cutdneas ou viscerais. O inseto vetor, por sua
vez, adquire o parasita ao ingerir células infectadas durante a alimentacdo; nesse ambiente, 0s
amastigotas retornam a forma promastigota, proliferam no intestino do flebotomineo — médio
ou posterior, conforme o subgénero — e posteriormente migram para a proboscide, tornando o
inseto novamente capaz de transmitir a doenga (CDC, 2024).

Nesse contexto, ¢ fundamental destacar os impactos da forma intracelular parasitaria do
protozodrio causador da leishmaniose visceral nos hospedeiros mamiferos. A infeccao

compromete diretamente o sistema fagocitico mononuclear, o que pode levar, em alguns casos,
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ao desenvolvimento de imunodepressdo. Esse estado favorece o surgimento de infecgdes
oportunistas por outros patdogenos. Estudos recentes indicam que, durante a infec¢do por
Leishmania donovani, células T CD4' ativadas expressando o receptor CD200R sao
importantes fontes de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria que suprime a resposta imune €
permite a persisténcia do parasita (SINGH et al., 2024). Além disso, observou-se que a infec¢ao
cronica promove exaustdo funcional das células T CD4*, evidenciada pela expressdo de
receptores inibitérios como PD-1, LAG-3 e TIM-3, o que prejudica sua atividade efetora

(JAYAKUMAR et al., 2018; SAKTHIANANDAVEL et al., 2022).

2.2.3 Epidemiologia

De acordo com o Ministério da Satide, o Brasil registra, em média, cerca de 2.000 casos
de LV por ano, sendo esta responsavel por consideravel morbimortalidade, especialmente nas
regides norte e nordeste (BRASIL, 2024a). Ja4 a LT apresenta uma média anual de
aproximadamente 21.000 casos, com maior concentragdo na regido norte e distribuicdo
endémica em diversas areas do pais (BRASIL, 2024b).

Tendo em vista tais aspectos, a razdo pelo elevado ntimero de infec¢des da leishmaniose
se da em virtude desta se tratar de uma doenca endémica de regides imidas e tropicais, com
foco especial para regides pobres, densamente povoadas ou com mas condi¢des de saude e
moradia (WHO, 2023).

Além disso, o parasito se apresenta em mais de 20 espécies diferentes, com variadas
formas de manifestacao clinica e tratamentos, somados ao grande nimero de vetores possiveis
(pelo menos cinco géneros diferentes do mosquito sao capazes de transmitir o protozoario para
o ser humano) (ALEMAYEHU,2017).

No Brasil, em 2023 foram registrados 1.556 casos de leishmaniose visceral (LV), com
predominio no sexo masculino e maior frequéncia em criangas (especialmente <10 anos), além
de maior concentracdo no Nordeste (FIOCRUZ, 2024). A coinfeccao LV-HIV permanece
relevante e associada a piores desfechos, com proporgdes observadas em estudos brasileiros
variando de 3% a 6% (SOUSA-GOMES et al., 2011; SILVEIRA et al., 2024). Esses achados
recaem, em grande parte, sobre populacdes vulneraveis; a regido Nordeste relne,

historicamente, os menores valores de IDHM do pais (PNUD, 2021).



19

2.2.4 Tratamentos

No Brasil, os medicamentos mais utilizados no tratamento da leishmaniose cutanea sdo
os antimoniais pentavalentes e a anfotericina B lipossomal, cuja eficacia ja foi amplamente
demonstrada. No entanto, ambos os farmacos apresentam limita¢des significativas relacionadas
ao perfil de toxicidade e as condi¢cdes de administragdo (MCGWIRE e SATOSKAR, 2014;
BRASIL, 2017). Os antimoniais pentavalentes, comercializados sob o nome Glucantime® ou
Glucantim®, ainda ndo tém seu mecanismo de acdo completamente esclarecido, sendo
considerada uma atuagdo multifatorial. Atuam, como proé-firmacos: para exercerem efeito,
precisam ser reduzidos de Sb>*" para Sb** por vias enzimaticas do proprio parasita (Pramanik et
al., 2019, p. 3). O Sb*', em concentracdes elevadas, bloqueia etapas do metabolismo energético,
inibindo tanto o catabolismo da glicose quanto a oxidagao de acidos graxos, o que culmina em
queda na producdo de ATP. Além disso, o fairmaco altera a fun¢do mitocondrial, promovendo
aumento de EROs (espécies reativas de oxigénio) e comprometendo o sistema antioxidante tiol-
dependente do parasito — com efluxo e a inibigcdo de tidis, em especial da tripanotiona (Ait-
Oudhia et al., 2011, p. 2; Goto; Lindoso, 2010). O regime terapéutico envolve aplicacdes
injetaveis diarias, com duracdao entre 10 a 30 dias, frequentemente associado a tratamentos
topicos ou orais (BRASIL, 2017). Durante esse periodo, sio comuns reagdes adversas, exigindo
monitoramento clinico rigoroso, principalmente em funcdo do aumento das enzimas hepaticas
e pancredticas, indicativo de citotoxicidade, além de alteragdes cardiacas como arritmias
decorrentes do prolongamento do intervalo QT no eletrocardiograma (FREZARD et al., 2017).

De forma semelhante, a anfotericina B, empregada como opgao terapéutica nos casos
de resisténcia ou intolerancia aos antimoniais, também apresenta desafios importantes, tanto
pela complexidade de administragdo quanto pelo alto custo e notavel toxicidade. E frequente a
necessidade de interrupcdo do tratamento em virtude de efeitos adversos, sendo a
nefrotoxicidade um dos principais, com potencial risco de faléncia renal (MANN et al., 2021;
MCGWIRE e SATOSKAR, 2014). O mecanismo de acdo da anfotericina B esta associado a
ligagdo com o ergosterol presente na membrana do parasita, promovendo a formagao de poros
e subsequente extravasamento do contetido citoplasmatico, o que culmina na morte celular
(LANTIADO-LABORIN e CABRALES-VARGAS, 2009).

Uma alternativa farmacoldgica ¢ a pentamidina (Figura 4), cuja agdo também ¢é
considerada multifatorial dentro do parasita. H4 evidéncias que a droga interage com o balango
de calcio mitocondrial e com o DNA do cinetoplasto (kDNA), — em regides ricas em adenina

e timina —, resultando em desestruturacao da organela (Fidalgo; Gille, 2011, p. 8). Estudos
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experimentais também indicam que o farmaco interfere no ciclo de vida de Leishmania (L.)
amazonensis, retardando a transicao de amastigotas para promastigotas (Piccica et al., 2021, p.
8; Pramanik et al., 2019, p. 4). Além disso, a pentamidina altera de forma marcante a estrutura
mitocondrial, promovendo a perda do potencial de membrana e inibindo a sintese de poliaminas
— processos indispensaveis a viabilidade do parasita (Chakravarty; Sundar, 2010, p. 9). Apesar
da eficacia, o uso de pentamidina ¢ restrito pelo perfil de seguranga: reagdes imediatas como
hipotensao e nauseas sao descritas, além de toxicidade pancreatica com hipoglicemia (inclusive
tardia) e, menos frequentemente, hiperglicemia; ha ainda relatos de nefrotoxicidade, arritmias
e pancreatite, o que exige monitorizagdo glicémica, hemodinamica e eletrocardiografica
durante e ap0s as aplicagdes. Revisdes e diretrizes clinicas recentes reforcam que a droga deve
ser empregada com cautela e com acompanhamento laboratorial devido a frequéncia de eventos
adversos. (HAFIZ; KYRIAKOPOULOS, 2025; ZHANG et al., 2025; OLIVEIRA et al., 2011).
Diante desse cendrio, torna-se evidente a necessidade de desenvolvimento de novas terapias
mais seguras e eficazes, especialmente voltadas para populacdes vulneraveis afetadas pela

leishmaniose no Brasil.

Figura 4 - Estrutura do farmaco Pentamidina.
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Fonte: Software ACD/ChemSketch.

2.2.5 Metronidazol

O metronidazol  (1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol) ¢é um antibidtico
e antiparasitario sintético derivado do nitroimidazol azomicina (produzida pelas bactérias dos
filos Actinobacteria e Proteobacteria), que foi sintetizado e descrito pela primeira vez no ano
de 1959. Foi usado inicialmente no tratamento de tricomoniase, infecgdo causada pelo
protozoario Trichomonas vaginalis. Além disso, ¢ referéncia no tratamento contra os
protozodrios Entamoeba histolytica e Giardia lamblia. Novas propriedades terapéuticas do
metronidazol foram descobertas posteriormente, sendo usado atualmente no tratamento de

infeccOes causadas por Bacteroides, Fusobacteria e Clostridia, rosicea, e em infec¢des orais,
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dentais, ginecoldgicas, do trato respiratdrio, de ossos e articulagdes, endocardite e septicemia.
Também pode ser usado como profilaxia antes ou depois de cirurgias e no tratamento de doenca
de Crohn (CERUELOS et al., 2019).

Os 5-nitroimidazois utilizados na terapéutica humana sao substancias que possuem
acdes antiparasitarias e antimicrobianas, tendo sido o metronidazol o primeiro farmaco deste
grupo a ser introduzido no tratamento de humanos, e mesmo apds tantas décadas, ainda ¢
considerado um dos principais representantes do grupo (TAVARES, 2014).

Metronidazol ¢ um medicamento de baixo custo, possui uma boa penetracao nos tecidos
e apresenta efeitos colaterais relativamente leves. As reagdes adversas mais comuns sdo: dores
abdominais, nduseas, diarreia, neutropenia reversivel, urticéria, urina escura e ardor vaginal e
uretral. As principais reagdes no sistema nervoso central sdo: vertigem, neuropatia periférica,
dor de cabeca e ataxia. Em casos raros, neuropatia periférica, neuropatia optica e encefalopatia
foram relatados. Atualmente, o uso terapéutico de metronidazol tem sido associado a
neurotoxicidade e genotoxicidade, entretanto, seus efeitos colaterais ainda precisam ser bem
estabelecidos (CERUELOS et al., 2019).

O mecanismo de agao do metronidazol resulta da ligacdo de produtos intermediarios
(que sdo origindrios de sua redugdo intracelular) com o DNA, formando assim, complexos que
inativam o DNA e inibem sua replicagdo, o que impede as sinteses enzimaticas e causa morte
celular. Este firmaco possui agao seletiva sobre microrganismos e parasitas anaerobios, devido
a presenca de um sistema de proteinas de baixo potencial de oxirredugdo nestes agentes
infecciosos (semelhante a ferredoxina), que reduz o metronidazol a produtos intermedidrios que
possuem agdo toxica € sao os responsaveis pela atividade antimicrobiana. Os germes
aerdbios possuem insensibilidade ao metronidazol, ja que ndo sdo capazes de reduzir o farmaco.
O uso isolado do farmaco metronidazol se mostrou ineficaz no tratamento da Doenca de Chagas
em humanos (TAVARES, 2014). Entretanto, faltam experimentos que demonstrem sua eficacia

apos hibridizacao molecular e em terapias combinadas.
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Figura 5 - Estrutura do Metronidazol.
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Fonte: TURSYNBOLAT, 2018.

2.2.6 Eugenol

O eugenol (2-metoxi-4-prop-2-enilfenol) € um composto fenolico natural, com formula
molecular CioH1202, amplamente presente nos dleos essenciais de diversas plantas, sendo o
cravo-da-india (Syzygium aromaticum) a sua principal fonte. Também pode ser encontrado em
especiarias como canela, noz-moscada, manjericao e louro. Estruturalmente, apresenta um anel
aromatico com grupos hidroxila e metoxi, além de uma cadeia lateral alilica, caracteristicas que
lhe conferem propriedades quimicas e farmacologicas marcantes (NISAR ef al., 2021).

Inicialmente, o eugenol foi incorporado principalmente na odontologia, como
componente dos cimentos de 6xido de zinco-eugenol, em virtude de sua acdo analgésica e
antimicrobiana. Com o tempo, seu uso se expandiu para as industrias farmacéutica, cosmética
e alimenticia, sendo empregado como flavorizante, conservante e agente terapéutico (NISAR
et al., 2021). Em praticas tradicionais, também estd associado ao alivio de distirbios
gastrointestinais, como  nauseas, indigestdo e  diarreia  (RAJA, 2017).

Do ponto de vista farmacoldgico, o eugenol apresenta um amplo espectro de atividades,
incluindo efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes, antimicrobianos, antiflingicos,
antiparasitarios, analgésicos e antitumorais (ULANOWSKA et al., 2021). Os mecanismos de
acdo propostos sao multifatoriais: o composto pode promover alteragdes na permeabilidade das
membranas celulares, levando ao extravasamento de ions e contetidos intracelulares; pode inibir
enzimas de membrana, como as ATPases; além de induzir estresse oxidativo, que resulta em
apoptose em células-alvo (NISAR et al.,2021).

Em relacao a atividade antiparasitaria, estudos recentes confirmam a eficacia do eugenol

contra diferentes espécies de Leishmania. Ensaios in vitro e in vivo demonstraram que emulsdes
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a base de eugenol apresentam forte efeito leishmanicida frente a Leishmania (L.) donovani,
promovendo redu¢do da carga parasitaria e estimulando a resposta imune do hospedeiro, com
aumento da producdo de oxido nitrico e citocinas pro-inflamatérias do tipo Thl
(ISLAMUDDIN et al., 2016). Além disso, investigacoes com derivados sintéticos
evidenciaram resultados superiores aos obtidos com o Glucantime®, farmaco de referéncia no
tratamento da leishmaniose (TEIXEIRA et al., 2018). Pesquisas também apontam que o 6leo
essencial rico em eugenol de Ocimum gratissimum apresentou atividade contra Leishmania (L.)
amazonensis, afetando tanto formas promastigotas quanto amastigotas, com alteragdes
estruturais significativas no protozoario (UEDA-NAKAMURA et al., 2006). De forma
semelhante, derivados como o eugenol oleato, em associagdo com anfotericina B ou
miltefosina, demonstraram efeito sinérgico, aumentando a eficacia terapéutica em modelos
experimentais de LV (KAR et al, 2021; MOHAMADI et al., 2025).

Apesar de geralmente classificado como seguro em baixas doses, o eugenol pode causar
toxicidade hepatica, irritacdo de mucosas e efeitos neuroldgicos quando utilizado em
concentracoes elevadas ou por tempo prolongado. Por isso, embora apresente grande potencial
farmacologico, € necessdria cautela quanto ao seu uso em terapias prolongadas e em
combinag¢do com outros farmacos, reforcando a importancia de estudos toxicologicos adicionais

(NISAR et al.,2021; ULANOWSKA et al., 2021).

Figura 6 - Estrutura do Eugenol.
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Fonte: adaptado de ULANOWSKA; OLAS (2021).



24

2.2.7 Hibridos e terapia combinada

Uma abordagem promissora no desenvolvimento de novos agentes contra doengas
negligenciadas, como a leishmaniose, ¢ a hibridizagdo molecular, na qual fragmentos
farmacoforicos de diferentes compostos sdo combinados em uma tinica molécula hibrida. Essa
técnica ¢ especialmente relevante em protozooses, pois pode gerar compostos com multiplos
alvos de a¢do, maior eficacia e seletividade, além de reduzir os efeitos adversos em comparagao
aos farmacos originais isolados (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2007). Por
exemplo, Pelozo ef al. (2024) uniram metronidazol a analogos do eugenol por meio de quimica
de clique baseada em triazois, originando hibridos com eficacia antiparasitaria aumentada e
perfil toxicologico favoravel. Resultados semelhantes também tém sido observados em outros
derivados triazdlicos aplicados contra parasitas do género Leishmania e Trypanosoma,
indicando que esse tipo de estratégia pode ser amplamente explorado (Pelozo et al., 2024).
Paralelamente, a terapia combinada — administragao de multiplos compostos bioativos — vem
se consolidando como uma alternativa eficaz na LV. Ensaios clinicos e revisdes recentes
destacam que combinacdes de diferentes classes de farmacos podem resultar em regimes
terapéuticos mais curtos, seguros € com menor risco de resisténcia parasitaria (VAN
GRIENSVEN et al., 2024). Além disso, analises anteriores ja reconheciam essa abordagem
como uma das ultimas opgoes Uteis diante da crescente resisténcia aos farmacos convencionais
(ASM, 2014). Nesse cenario, a combinacao ou hibridizac¢ao entre o metronidazol, que apresenta
acdo frente a protozoarios anaerobios, € o eugenol, um composto fenélico com comprovada
atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e leishmanicida, representa uma linha de
investigacao altamente relevante para o desenvolvimento de terapias inovadoras, seguras e

eficazes contra a leishmaniose.



25

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Compostos

Os compostos testados neste trabalho, hibridos do metronidazol e eugenol (ADO6,
ADO07, ADO08), foram sintetizados pela doutoranda Ana Laura Marques Trinca e o Prof. Lucas
Lopardi Franco, do Laboratério de Pesquisa em Quimica Farmacéutica (LQFar) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG. A sintese foi
feita a partir do acoplamento direto por eterificagdo entre as subunidades do metronidazol e

eugenol, sendo os produtos fornecidos para a realizagdo dos testes.

Figura 7 - Estrutura quimica dos compostos hibridos do eugenol e metronidazol.
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Fonte: Pelozo et al., 2024

A pentamidina foi utilizada como farmaco de referéncia nos ensaios desta pesquisa,
composto 4-[5-(4-carbamimidofenoxi) pentoxi] benzenocarboximidamida (nomenclatura
IUPAC), de formula molecular Ci1sH24N4O-. Sua escolha se justifica por ser uma das principais
alternativas terapéuticas para a leishmaniose cutdnea, com eficdcia reconhecida, embora

limitada pela ocorréncia de efeitos toxicos. Conforme relatado por Piccica et al. (2021), o
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farmaco apresenta atividade contra diversas espécies de Leishmania, incluindo L. (L.)
amazonensis, 0 que sustenta seu emprego como padrdo comparativo nos testes de atividade

leishmanicida.

2.3.2 Culturas de Leishmania

Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269 e
IFLA/BR/1967/PH8) foram cultivados em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) pH 7.4
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB), 1% de penicilina-estreptomicina
(Gibco), 0.1% de hemina bovina e 4% de urina masculina humana estéril. As culturas foram
mantidas a 26°C em garrafas de 25cm? e 4mL de meio de cultura. Passagens foram feitas
regularmente a cada 7 dias. Nenhuma cultura com mais de 10 passagens foi utilizada nos
experimentos. Para AA foi utilizado o meio 199, em pH 7.2 e 4.8, suplementado com 15% de
SFB, 1% de penicilina-estreptomicina, 10mM de adenina, 0.1% de hemina bovina e 4% de

urina masculina humana estéril. (VICTOR et al., 2025).

2.3.3 Curva de proliferacio de amastigotas axénicos

A curva de proliferagdo foi feita a partir de um inéculo inicial de 1,7.10° céls/mL de
culturas de 7 dias em uma placa de 24 pogos. O numero de células foi contado diariamente a
partir de pocos diferentes, utilizando uma camara de Neubauer, até o 10° dia em meio a cultura

199. (Miguel et al., 2013).

2.3.4 Diferenciacio de amastigotas axénicos

Promastigotas em fase estacionaria de crescimento (7 dias) em meio 199 pH 7.2 tiveram
metade do volume das culturas foi substituido por fragao igual de meio 199 pH 4.8 e incubadas
overnight a 26°C. Apds incubagdo, 80% do volume foi substituido por meio 199 pH 4.8 e
culturas foram entdo incubadas a 32.8°C. 4 dias ap6s a incubagdo, os AA foram lavados em
PBS (3000 rpm e 4°C) e contados em uma camara de Neubauer para confirmacao da morfologia

caracteristica (Miguel ef al., 2013, p. 2).
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2.3.5 Teste anti-promastigota

A fim de determinar a concentracdo necessaria para produzir 50% do efeito maximo
esperado (ECso) dos compostos avaliados, promastigotas em fase /og de crescimento foram
lavados em PBS (3000 rpm e 4°C), ressuspendidos em 4mL de meio LIT e contados em uma
camara de Neubauer. Células foram entdo tratadas (1 x 10° céls/po¢o) em uma placa de 96
pogos com compostos (100 a 0,7 ug/mL), solubilizados em DMSO estéril e incubadas por 72h
a 26°C. A viabilidade celular foi avaliada pelo método da resazurina. Apos a incubagdo, 20uL
de resazurina na concentracdo de 3mM foi adicionado aos pogos e a placa foi incubada
novamente por 5 horas. Em seguida, a absorbancia foi quantificada a 570 ¢ 600 nm, em um

espectrofotometro (Modelo: Epoch — Biotek). (ALVES et al., 2024)

2.3.6 Alteracio da susceptibilidade

Para investigar a alteracdo da susceptibilidade, promastigotas em fase log de
crescimento foram tratados ou ndo com compostos e incubados por 72h a 26°C. Em seguida,
os promastigotas foram lavados em PBS (3000 rpm a 4°C) e transferidos para o meio 199 pH
7.2, a partir disso, quatro grupos experimentais foram delineados (Figura 8), com dois diferentes
parametros, o pré-tratamento € a axenizacao. Obtiveram-se entdo os grupos: controle duplo
negativo (A), grupo tratado (B), grupo axenizado (C), grupo tratado e axenizado (D).
Amastigotas diferenciadas foram mantidas por 7 dias a 32.8°C, enquanto as promastigotas
permaneceram a 26°C. Apods o periodo, todas as células foram lavadas e transferidas novamente
para o meio LIT. Finalmente, as células foram novamente tratadas com os compostos ¢ a

viabilidade celular avaliada pelo método da resazurina.
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Figura 8 - Esquema representativo das condi¢des ¢ parametros utilizados no ensaio de susceptibilidade.
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Fonte: Do autor (2025).

2.3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando regressao ndo linear para obter os valores
de ECsopro, seguida pelos testes de Tukey e andlises de variancia. As diferengas nos valores de
ECsopro € entre o fairmaco padrao e os compostos foram consideradas significativas quando o
valor de p foi inferior a 0,05. Pelo menos trés experimentos independentes foram realizados em

triplicata.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Curva de proliferacao

A curva de proliferacdo obtida para as AA de Leishmania (L.) amazonensis (Figura 9)
evidencia um padrdo de crescimento compativel com o modelo experimental. Observa-se uma
fase de laténcia (lag) até aproximadamente o terceiro dia, periodo correspondente a
transformagao morfologica e metabolica de promastigotas (sinais nitidos de metaciclogénese,
células alongadas, com corpo fusiforme, flagelo livre proeminente e alta motilidade) (Figura
10), para AA (Figura 11). Nessa etapa, os parasitos gradualmente assumem morfologia ovalada,
com flagelo reduzido ou ausente, nucleo central e cinetoplasto deslocado lateralmente,
acompanhados de uma reorganizacdo mitocondrial e metabdlica que favorece o catabolismo

oxidativo.
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Ao término dessa transi¢do, as células entram em fase logaritmica de multiplicacdo
ativa, atingindo o pico de crescimento entre o terceiro e o quarto dia, momento em que a
populagdo ¢ mais homogénea e metabolicamente estavel. A partir do quinto dia, observa-se
uma queda acentuada na densidade celular, mas que se mantém estavel at¢ o nono dia,

marcando o inicio da fase estaciondria e subsequente declinio, o que reflete a limitagdo

intrinseca do sistema axénico.

Figura 9 - Curva de Crescimento de Leishmania (L.) amazonensis amastigotas axénicas.
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Fonte - Do autor (2025).

Essa queda abrupta ¢ amplamente relatada na literatura (Dias-Lopes et al., 2021;
Pacakova et al., 2022) e decorre do fato de que o meio axénico nao reproduz as condi¢des
microambientais do vacuiolo parasitéforo, com interagdo continua com o metabolismo do
macrofago. Essa discrepancia impde restri¢do natural a longevidade da cultura, o que tornou
inviavel a manuten¢do prolongada ou repiques sucessivos sem perda de caracteristicas
amastigotas. Por outro lado, tal limitacao define com precisao a janela experimental ideal —
entre o terceiro e o quinto dia —, quando as amastigotas se encontram vidveis, metabolicamente

ativas e mais fenotipicamente similares a forma intracelular, justificando seu uso em ensaios de

susceptibilidade e triagem de compostos.
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Figura 10 - Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, cepa M2269, em fase estacionaria da curva
de crescimento.

— £\

Fonte: Do autor (2025). Nota — A: Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, cepa M2269 em fase
estacionaria, observadas com sinais de metaciclogénese; B — Amplifica¢do da imagem de Promastigotas
de Leishmania (L.) amazonensis, cepa M2269 em fase estacionaria, observadas com sinais de
metaciclogénese.

Figura 11 - Amastigotas axénicos de Leishmania (L.) amazonensis, cepa M2269, em diferentes estagios
de diferenciagdo.

% O

Fonte: Do autor (2025). Nota - A: Amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, cepa M2269, no
primeiro dia de diferenciagdo; B - Amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, cepa M2269, no
terceiro dia de diferenciacdo; C - Amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, cepa M2269, no quinto
dia de diferenciagdo.

Para Leishmania, a fase lag representa o periodo de adaptacdo das promastigotas ao
meio, durante o qual ha intensa atividade metabdlica, mas pouca divisdo celular. Na fase
logaritmica (ou exponencial), observa-se a maxima taxa de multiplica¢do, associada a alta
disponibilidade de nutrientes e estabilidade fisico-quimica do meio (Arjmand ef al., 2016, p. 1;
Jara et al., 2022, p. 6). Ja a fase estacionaria se caracteriza pela redugdo da taxa de divisdo,
reflexo do esgotamento parcial dos nutrientes e do acimulo de metabdlitos acidos, enquanto o
numero total de células se mantém relativamente constante. Por fim, a fase de declinio indica a

perda de viabilidade celular, reflete a limitacdo intrinseca do sistema axénico. (Howell ef al.,
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2024, p. 2; Jara et al., 2022, p. 1). Assim, o reconhecimento dessas fases ¢ essencial para a
padronizagdo de ensaios biologicos, uma vez que a resposta a fairmacos e a capacidade de

diferenciagdo do parasito variam de forma significativa entre elas (Arjmand et al., 2016, p. 2).

2.4.2 Ensaio de susceptibilidade

Com o objetivo de verificar se o historico de exposi¢ao ou o processo de diferenciagao
interferiam na resposta aos compostos, foram realizados ensaios comparativos de
suscetibilidade. Para isso, as promastigotas foram distribuidas em quatro grupos experimentais:
(A) Controle — promastigotas sem manipulagao prévia, mantidas no mesmo meio de cultura que
os demais grupos, com passagens a cada 7 dias, utilizadas em ensaio de ECso; (B) Tratamento
— promastigotas previamente expostas ao ECso dos compostos (Tabela 1), e posteriormente
reavaliadas; (C) Axenizagdo — promastigotas submetidas a diferenciagdo em AA e
reconvertidas para promastigotas antes da avaliagdo; (D) Tratamento + axenizacdo —
combinagdo dos dois fatores anteriores. Apds cada condigdo, a suscetibilidade foi avaliada por
meio da determinacéo dos valores de ECso (Tabela 2).

Nos ensaios realizados, observou-se que os hibridos AD06, AD07 e AD08 apresentaram
perfis semelhantes de suscetibilidade em todas as condigdes experimentais, embora com
pequenas variagdes entre eles. O grupo controle, que representou os promastigotas ndo expostos
previamente ao composto, apresentou valores basais de ECso intermedidrios, refletindo a
suscetibilidade dos parasitas a esses hibridos. Esse perfil basal serviu de referéncia para as

comparagdes subsequentes.

Tabela 1 - Média dos valores da concentracdo efetiva de 50% contra promastigotas (ECso) (ug/mL) dos
compostos analisados, antes de serem expostos ao tratamento de promastigotas Leishmania (L.)
amazonensis.

ADO6 ADO7 ADO8 PENTAMIDINA

ECso 9.320ug/mL  8.780ug/mL  8.580ug/mL  1.030ug/mL

Fonte: Do autor (2025).
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Tabela 2 - Média dos valores da concentragao necessaria para produzir 50% do efeito maximo esperado
(ECso0) (ug/mL) dos hibridos AD06, AD07 ¢ ADO8 e do farmaco de referéncia (pentamidina) em
diferentes condi¢des experimentais (Controle, tratamento, Axenizagdo e tratamento + Axenizagao).

ADO06 ADO7 ADOS PENTAMIDINA
Controle 13,40ug/mL 13,38ug/mL 12,99ug/mL 1,37ug/mL
Tratamento 18,00ug/mL 17,07ug/mL 16,70ug/mL 2,08ug/mL
Anexizagdo 10,95ug/mL 10,90ug/mL 10,16ug/mL 0,99ug/mL
Tratamento + ¢ 29 1 805ug/ml 646ug/mlL  0,5%ug/mL

Axenizagao

Fonte: Do autor (2025).

Figura 12 - Susceptibilidade de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis frente ao tratamento e

a alteracao na forma de vida.
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No grupo submetido ao tratamento, verificou-se um aumento significativo do ECso em
relacdo ao controle. Esse achado sugere que a exposi¢dao prévia ao composto induziu uma
tolerancia transitoria nos promastigotas, fendmeno ja descrito em diferentes espécies de
Leishmania. De acordo com a literatura, essa tolerancia pode ocorrer por multiplos mecanismos
adaptativos, incluindo o aumento da expressdo de transportadores de efluxo, que reduzem a
concentragdo intracelular da droga, e a modulacdo da captacdo, que dificulta sua entrada no
parasita. Além disso, ha evidéncias de que Leishmania pode intensificar sua resposta
antioxidante, aumentando os niveis de glutationa e tripanotiona, moléculas centrais para
neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio, reduzindo assim o dano oxidativo provocado
por compostos leishmanicidas (ROY et al., 2024). Outro fator relevante ¢ a plasticidade
genOmica caracteristica do género, capaz de gerar amplificagcdes cromossOmicas e alteracdes
de expressao génica em curto espaco de tempo, permitindo ajustes rapidos frente a pressdes
quimicas (MONCADA-DIAZ et al., 2024; LEPROHON et al., 2015). Tal resposta sugere o
aumento do ECso observado nesse grupo, refletindo um estado de tolerancia induzida que,
embora ndo represente resisténcia genética estavel, compromete temporariamente a eficacia dos
compostos (JARA et al., 2023).

Por outro lado, quando os parasitas foram diferenciados em AA, houve uma redugdo do
ECso em comparagdo ao grupo submetido apenas ao tratamento. Essa queda de suscetibilidade
pode ser atribuida as profundas mudangas fisiologicas e metabdlicas que ocorrem durante a
diferenciagdo. A transi¢ao de promastigota para amastigota ¢ desencadeada por fatores como o
aumento da temperatura e o pH acido, reproduzindo o ambiente do fagolisossomo do macrofago
hospedeiro. Esse processo envolve a perda do flagelo, reorganizacdo da membrana celular,
alteracdo no metabolismo energético e maior dependéncia de vias oxidativas. Tais
transformagodes reconfiguram a interacdo do parasita com o farmaco, podendo torna-lo mais
vulneravel em virtude da diminui¢do da capacidade de detoxificacdo antioxidante, da maior
permeabilidade da membrana ao composto e da exposicao de alvos metabolicos mais sensiveis
na fase amastigota (CLOS et al., 2022). Estudos prévios corroboram que a fase amastigota ¢,
em muitos casos, mais suscetivel a compostos leishmanicidas do que a promastigota,
ressaltando a importancia de incluir esse modelo nas triagens (ROY et al., 2024).

O grupo que combinou o tratamento seguido da axenizacao apresentou o resultado mais
expressivo: uma reducdo ainda maior do ECso, atingindo os menores valores entre todas as
condi¢des. Essa observagdo sugere que o processo de diferenciacdo pode “quebrar” os
mecanismos de tolerdncia previamente adquiridos, expondo o parasita a um estado de maior

vulnerabilidade. E possivel que as adaptacdes induzidas pela exposi¢ao prévia, como o aumento
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da atividade antioxidante ou de transportadores de efluxo, ndo sejam sustentadas apos a
reorganizacao fisioldgica necessaria para a diferenciagdo em amastigota. Assim, a combinagao
desses dois fatores — pré-exposi¢do ao composto € mudanga de estagio bioldgico — parece
gerar uma condi¢do em que o parasita se torna mais sensivel ao tratamento. Esse fenomeno
pode ser explicado pela sobreposicao de estresses: por um lado, a adaptagdo metabolica imposta
pelo tratamento, e por outro, a reorganizagao estrutural e funcional exigida pela diferenciacao,
criando um ambiente interno desfavoravel para a manutengao da tolerancia. Esse resultado ¢
consistente com a ideia de que a diferenciagdo pode atuar como um “reset biologico™ parcial,
reduzindo defesas transitorias e revelando vulnerabilidades latentes (SINGH; CHATTERJEE;
SUNDAR, 2014).

No caso da pentamidina, utilizada como farmaco de referéncia, os valores de ECso
mantiveram-se consistentemente baixos em comparacao aos hibridos; contudo, seguiram o
mesmo padrdo de variacdo observado nos demais grupos experimentais, apresentando um
aumento inicial apds o tratamento e uma posterior redugdo durante o processo de axenizagao,
ainda que em menor magnitude. Essa estabilidade sugere que a pentamidina possui um
mecanismo de acao multifatorial e menos suscetivel a adaptacdes transitorias. Estudos indicam
que a pentamidina atua tanto sobre 0 DNA mitocondrial quanto sobre vias metabolicas centrais
e membranas celulares, o que reduz a probabilidade de desenvolvimento de tolerancia rapida.
Esse perfil robusto ¢ compativel com seu uso clinico como farmaco leishmanicida de referéncia,
ainda que associado a limitagdes terapéuticas devido a toxicidade (CROFT; COOMBS, 2003;
BERMAN, 2005).

Em sintese, os resultados obtidos demonstram que a exposi¢ao prévia pode induzir
tolerancia tempordria em promastigotas, mas que a diferenciacdo para AA reduz
significativamente o ECso, sobretudo quando precedida de tratamento. Esses achados reforgcam
a importancia de se considerar o estagio do parasita nos ensaios de susceptibilidade e destacam
o potencial dos hibridos estudados como moléculas promissoras na busca por novas alternativas
terapéuticas contra a leishmaniose, sobretudo por apresentarem maior eficacia na fase que

melhor representa a infec¢do no hospedeiro.

3 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que os hibridos avaliados (ADO06,
ADO7 e ADOS8) apresentam atividade leishmanicida. Observou-se que o tratamento dos

parasitas, sem a axenizac¢do, promoveu aumento do ECso, indicando a indu¢do de mecanismos



35

adaptativos de tolerancia, possivelmente associados a modulagdo de transportadores de
membrana, sistemas antioxidantes e plasticidade celular caracteristicos de Leishmania. Por
outro lado, a diferenciacdo para a forma AA resultou em reducdo significativa do ECso,
sugerindo maior suscetibilidade nesta fase, provavelmente em decorréncia das alteragdes
metabolicas e estruturais que tornam os parasitas mais vulneraveis a acdo dos compostos.

De maneira particularmente expressiva, a associa¢do entre tratamento e axenizagao
levou aos menores valores de ECso entre todos os grupos, revelando que a diferenciagdo pode
“quebrar” defesas adaptativas adquiridas previamente, refor¢ando a relevancia da fase
amastigota para avaliacdo de potenciais farmacos. A pentamidina, empregada como farmaco
de referéncia, apresentou valores de ECso persistentemente baixos em relagdo aos hibridos;
entretanto, exibiu uma tendéncia de variagao semelhante a dos demais grupos, embora de forma
menos acentuada.

Dessa forma, este trabalho evidencia a importancia de se considerar as diferentes formas
de vida do parasita em ensaios de susceptibilidade, uma vez que a forma promastigota isolada
pode nao refletir adequadamente a resposta real frente a compostos candidatos. Os achados
também reforgam o potencial dos hibridos estudados como moléculas promissoras na busca por
novas alternativas terapéuticas contra a leishmaniose, sobretudo por apresentarem maior
eficacia na fase que melhor representa a infec¢ao no hospedeiro.

Em perspectiva, sugere-se que futuras investigacdes incluam modelos intracelulares
com macrofagos infectados, bem como andlises moleculares para elucidar os mecanismos de
acdo e de adaptacdo envolvidos. Tais avancos poderdao contribuir para consolidar o uso desses
hibridos no desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras para o tratamento da

leishmaniose.
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